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En los últimos años ha crecido el interés en terapias no convencionales contra el 
cáncer, en especial la inmuno-terapia. Ésta utiliza anticuerpos o citoquinas para luchar 
de manera específica contra células de cáncer. Entre las citoquinas estudiadas se 
encuentra TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis 
tumoral), esta ha generado gran interés por su capacidad de inducir apoptosis en varios 
tipos de cáncer, sin embargo una desventaja de TRAIL es su poco tiempo de vida en 
sangre, por lo que se necesita un vector de transporte de TRAIL hacia las células de 
cáncer. Uno de los posibles medios de transporte de compuestos contra el cáncer, son 
las células madre, ya que estas no presentan inmunogenicidad y además exhiben un 
tropismo hacia los tumores. 
El cordón umbilical es una fuente importante de células madre multi y/o 
pluripotenciales, estas son de fácil obtención pues no se requieren de métodos 
invasivos y su cultivo celular es sencillo. 
En el presente estudio se evaluó el efecto de la capsaicina en la expresión de TRAIL 
en células madre hematopoyéticas de cordón umbilical (HSCs). 
Se estableció un cultivo celular primario de células madre hematopoyéticas, de cordón 
umbilical. Estas fueron tratadas a diferentes concentraciones de capsaicina (50, 100 y 
200 uM) y se evaluó apoptosis y necrosis utilizando microscopía de fluorescencia 





apoptosis hasta un 28.3% (± DS = 0.64) y la necrosis celular hasta un 4.6% (± DS 
=0.14) También se evaluó el efecto de la capsaicina sobre la viabilidad celular 
mediante el método de azul de trypan. Se observó una disminución de la viabilidad en 
las células tratadas hasta un 57.34%.   
Para el estudio de expresión génica se realizó una extracción de ARN de las células de 
cada tratamiento y controles y se sintetizó cDNA. Posteriormente mediante qPCR se 
amplificó el gen TRAIL y se evaluó la expresión relativa del gen por cuantificación 
relativa utilizando el método de Livack o ∆∆cT, con GAPDH como gen de referencia 
o housekipping y se determinó la expresión relativa del gen TRAIL. Los niveles 
relativos de expresión del gen TRAIL en células tratadas con capsaicina aumentaron 
significativamente en 18 veces (p< 0.05).  
Se concluyó que la capsaicina aumentó significativamente la expresión relativa del gen 
de TRAIL. 
Palabras clave: capsaicina, TRAIL, células madre, expresión relativa de genes,  






















In recent years there has grown interest in unconventional cancer therapies, especially 
immuno-therapy. It uses antibodies or cytokines to fight specifically against cancer 
cells. Among the cytokines studied is TRAIL (tumor necrosis factor related apoptosis 
ligand), this has generated great interest in its ability to induce apoptosis in several 
types of cancer, however a disadvantage of TRAIL is its short lifespan in blood, so a 
TRAIL transport vector is needed towards the cancer cells. One of the possible means 
of transport of compounds against cancer are stem cells, since they do not present 
immunogenicity and also exhibit a tropism towards the tumors. 
 
The umbilical cord is an important source of multi and / or pluripotent stem cells, these 
are easy to obtain because no invasive methods are required and their cell culture is 
simple. 
 
In the present study the effect of capsaicin on the expression of TRAIL on umbilical 
cord hematopoietic stem cells (HSCs) was evaluated. 
 
A primary cell culture of umbilical cord hematopoietic stem cells was established. 
These were treated at different concentrations of capsaicin (50, 100 and 200æM) and 
apoptosis and necrosis were evaluated using fluorescence microscopy by Hoescht and 
propidium iodide respectively. An apoptosis increase was observed up to 28.3 (± DS 
= 0.64) % and cell necrosis up to 4.6% (± DS =0.14). The effect of capsaicin on cell 
viability was also evaluated using the trypan blue method. A decrease in viability in 
the treated cells was observed up to 57.34% 
 
For the study of gene expression we performed an RNA extraction from the cells of 
each treatment and controls and synthesized cDNA. Subsequently by qPCR the TRAIL 
gene was amplified and the relative expression of the gene was evaluated by relative 
quantification using the Livack or ΔΔcT method, with GAPDH as reference or 





Relative levels of expression of the TRAIL gene in cells treated with capsaicin 
increased significantly by 18-fold (p <0.05). 
 
It was concluded that capsaicin significantly increased the relative expression of the 
TRAIL gene. 
 
































El cáncer es un microproceso evolutivo que surge de la transformación rápida de 
células normales en células de tumor, las cuales crecen fuera de sus límites usuales 
invadiendo partes del cuerpo y propagándose a otros órganos [1]. Este es en un proceso 
multi etapa que generalmente progresa desde lesiones pre-cancerosas a tumores 
malignos. Estos cambios resultan de la interacción entre los factores genéticos y 3 
categorías de factores externos: carcinógenos físicos como la luz ultravioleta o 
radiación ionizante, carcinógenos químicos como asbestos, componentes del tabaco o 
arsénico y carcinógenos biológicos como infecciones por ciertos virus o parásitos; la 
cual le confiere a las células cancerígenas ventajas selectivas, permitiéndoles crecer y 
dividirse ligeramente más rápido que las células normales [2].  
 
Entre los tratamientos contra el cáncer se encuentran la quimioterapia, la radioterapia, 
cirugía, inmuno terapia y terapia hormonal, siendo las más usadas las tres primeras. 
La quimioterapia es la administración de drogas vía oral o sanguínea, esta puede causar 
daño en células sanas causando efectos secundarios, donde las células más afectadas 
son las células formadoras de sangre en la medula ósea, los folículos de cabello, células 
de la boca, tracto digestivo y sistema reproductor [3].  
 
La pasada década ha incrementado la investigación de nuevos tratamiento contra el 
cáncer, al principio el tratamiento estaba enfocado en una administración sistémica, de 
altas dosis de drogas poco específicas, mientras la nueva meta es encontrar una droga 
que tenga mínimos efectos adversos con máxima actividad antitumoral [4]. 
  
La terapia específica ha expandido el concepto de tratamiento contra el cáncer, incluye 
el uso de anticuerpos monoclonales, pequeñas moléculas inhibidoras, entre otras. 
Aunque la tradicional quimioterapia citotóxica es aun el tratamiento elegido para la 
mayoría casos de cáncer, las terapias específicas componen ahora un componente 
importante para el tratamiento de muchos tipos de cáncer, entre los que se incluye, el 
cáncer de mama, colorectal, pulmón y pancreas, al igual que linfoma, leucemia, y 






La entrega de drogas a las células de cáncer, basándose en células madre, ha ganado 
gran interés en la última década, diversos estudios han demostrado que las células 
madre poseen un inherente tropismo hacia los tumores, y la capacidad de evadir el 
complejo mayor de histocompatibilidad (CHM) y moléculas clase 1 (HLA1). Las 
células madre embrionarias presentan bajos niveles de HLA que aumentan 
significativamente después de la diferenciación [6].   
 
Diversos grupos en la década pasada han realizado estudios pruebas de concepto  para 
demostrar el potencial de las células madre para tratar el cáncer. En estos estudios, las 
células madre fueron modificadas genéticamente para expresar agentes terapéuticos 
como interferones (INFs), interleucinas (ILs) o genes suicidas.  Luego estas fueron 
mezcladas con células de cáncer a diferentes ratios in vitro y en co-cultivo o co-
inyectadas in vivo y se estudió el impacto de las células madre genéticamente 
modificadas sobre la estimulación/inhibición del crecimiento del tumor [7]. 
  
Por otro lado la capsaicina es un alcaloide natural presente en los frutos del género 
Capsicum y además su principal compuesto pungente [17]. Ha demostrado tener 
capacidad anticancerígena induciendo apoptosis y necrosis en células de cáncer, 
también ha demostrado tener la capacidad de modificar los niveles de expresión de 
genes adipo-génicos como PPARG, CEBPA y FABP4 [50]. Por lo tanto la capsaicina 
es un compuesto interesante para el estudio de su posible capacidad de modificar la 
expresión de genes en diversos tipos celulares que aún no han sido estudiados.  
 
Por lo antes mencionado, el principal objetivo de éste estudio es, determinar el efecto 
de la capsaicina sobre la expresión del gen TRAIL, ligando inductor de apoptosis 
relacionado a TNF, en células madre hematopoyéticas derivadas de cordón umbilical. 
Aprovechando la capacidad de las células madre de migrar a los tumores y abriendo 
la posibilidad de un futuro estudio de la aplicación de células madre productoras de 

















 Evaluar  el efecto de la capsaicina sobre la expresión del gen TRAIL en 




 Establecer un cultivo primario de células madre hematopoyéticas de cordón 
umbilical.   
 Evaluar el efecto de la concentración de capsaicina sobre la viabilidad de 
células madre hematopoyéticas de cordón umbilical. 
 Determinar el efecto de las capsaicina sobre la apoptosis y necrosis de células 
madre hematopoyéticas de cordón umbilical, utilizando microscopía de 
fluorescencia.  
 Determinar el nivel de expresión del gen TRAIL en células madre 



















Si la capsaicina ha demostrado tener la capacidad de modificar la expresión de genes, 
es posible  que la capsaicina tenga capacidad de modificar los niveles de expresión del 


















2.1.1. GÉNERO Capsicum 
 
Capsicum es un género de plantas angiospermas, pertenecientes a la familia de las 
Solanaceae [8], dentro de este género existen cerca 40 especies  de las cuales 5 han 
sido domesticadas;   C. anuum, C. baccatum, C. chinnense, C. frutencens, C. pubescens 
[9]. En la tabla Nº 1 se observa su clasificación taxonómica.   
 
2.1.2. ORIGEN  
 
El Capsicum es originario del sur y centro de América. Existe almidón fosilizado que 
demuestra que se cultivaba Capscium desde la costa sur de Perú hasta las Bahamas, 
6000 años antes del contacto Europeo [9]. Existe evidencia arqueológica en México 
que demuestra que se usaba Capsicum salvaje cerca de 7200 años A.C [10].  La 
evidencia arqueológica más antigua de chiles domesticados se encontró en una cueva 
en el valle de Tehuacán en el centro de México y data entre 5000 - 6500 a.C. [11] [12].  
2.1.3. FRUTOS DEL Capsicum 
 
La morfología de los frutos del Capsicum presenta una considerable variación,  
especialmente en la forma, color y tamaño. Las semillas son color crema o amarillo, 
excepto para C. pubescens, que posee semillas negras [13].  
El Capsicum domesticado, exhibe frutos y flores de color variable, gigantismo de sus 





excepciones son diploides (2n = 24, con poca frecuencia 2n = 26) además de tener 
similares cariotipos [15]. 
2.1.4. METABOLITOS SECUNDARIOS 
 
Los frutos de Capsicum son una excelente fuente de compuestos relacionados con la 
salud, como ácido ascórbico (vitamina C), carotenoides (pro vitamina A), tocoferoles 
(vitamina E), flavonoides y capsaicinoides [16].   
 
2.1.5. CLASIFICACIÓN TAXONÓMICA 
 





















El principio de pungencia de especies de pimiento rojo (especie capsicum), conocido 
como un componente importante de la especie de pimiento picante presenta un grupo 
de compuestos llamados capsaicina y sus análogos o capsaicinoides [17].  
 
En 1810 la sustancia picante del fruto del Capsicum estaba siendo estudiada bajo los 
nombres capsicol, capsicina, capsacutin, etc. En 1876 Trench obtiene primero la 
sustancia picante bruto en forma de una oleorresina de paprika y se aisló la sustancia 
picante en forma cristalina. Trench la nombró capsaicina después de un compuesto a 
partir del género Capsicum. Fluckiger y Hanbury también tuvieron éxito en el 
aislamiento de la sustancia picante en forma cristalina. La fórmula C9H14O2 para la 
capsaicina asignada por Thresh era bastante diferente de la fórmula exacta, y el átomo 
de nitrógeno se pasaba por alto. Más tarde diferentes investigadores propusieron 
distintas fórmulas químicas de la capsaicina más cercanas a la actual [18]. 
Finalmente la capsaicina designada con la fórmula (trans-8-metil-N-vanillil-6-
nonenamida) es un alcaloide natural derivado de plantas del género Capsicum, más 
conocido como chile fruta. Es un miembro de la familia vaniloide de compuestos (por 
ejemplo, la vainillina de vainilla, eugenol de hojas de laurel, clavo de olor, y zingerona 
de jengibre). 
Al igual que otros vaniloides, la capsaicina tiene un anillo de benceno y una cola larga 
de carbono hidrófobo con un grupo amida polar, como se observa en la Figura N° 1. 
La capsaicina es un compuesto hidrófobo, incoloro, inodoro, cristalino con la fórmula 
molecular C18H27NO3; su punto de fusión es de 62 a 65 ° C, y su masa molar es 305.4 
g / mol  [19].  
El contenido natural de capsaicinoides en especias oscila típicamente de 0,1 mg/gr en 
chile a 2,5 mg/gr en la pimienta roja y 60 mg/gr en la oleorresina de pimiento rojo. La 
capsaicina y dihidrocapsaicina son los principales capsaicinoides producidas; sin 





parte de la capsaicina se encuentra en la fruta de la planta, los capsaicinoides también 
se han detectado en el tallo y las hojas [21].  
  
Figura N° 1. Estructura molecular de la capsaicina [20]. 
 
2.2.1. RECEPTOR DE CAPSAICINA 
 
Los canales receptores de potencial transitorio (TRP) son una serie diversa de canales 
no selectivos de cationes comúnmente encontrados en células eucariotas. Estos canales 
están involucrados en la transducción de sensores, participando directamente en la 
detección de estímulos desde sensibilidad osmótica hasta cambios de temperatura y 
son miembros cruciales en la señalización metabólica basada en lípidos.  
Entre los diversos receptores de los canales TRP están las moléculas como mentol, 
campor, mostaza y capsaicina. La capsaicina específicamente activa el TRPV1 o 
receptor transitorio de potencial vaniloide subtipo 1, un canal iónico sensible al calor 
involucrado a la sensación de dolor, el TRPV1 es un prominente blanco terapéutico. 
La capsaicina es una molécula lipofílica y el canal TRPV1 es una proteína integral de 
membrana con una total arquitectura transmembrana que se asemeja a los canales de 
potasio regulados por voltaje. Es muy probable que las interacciones de la membrana 





La molécula de capsaicina puede estar dividida en 3 grupos funcionales, una región 
aromática sustituida o grupo vanilloide, una región dipolar de unión amina y una 
región de cola hidrofóbica [22]. 
 
2.3. CÉLULAS MADRE 
 
Las células madre, el origen de la vida del organismo, es una sola célula que puede dar 
lugar a la progenie a diferenciarse en cualquiera tipo de células especializadas y tejidos 
embrionarios o adultos, es decir es totipotente. Durante las primeras divisiones, cada 
célula hija mantiene la totipotencia. Entonces, a través de una serie de divisiones y 
diferenciaciones, las células madre embrionarias (ESC) pierden potencial y ganan 
funciones diferencias, (un proceso conocido como determinación). Las células madre 
con menos totipotencialidad se llaman células progenitoras. Excepto para las células 
germinales, que retienen la totipotencia, la mayoría de las células madre en tejidos 
adultos, tienen un potencial reducido para producir células para la retención de algunas 
células toti/multipotentes en tejidos adultos, especialmente en la medula ósea. 
  
La posibilidad de que las células madre embrionarias humanas se cultiven in vitro, la 
posibilidad de producir células embrionarias humanas y la probabilidad de que estas 
células puedan diferenciarse en diferentes tipos de células, han provocado el tremendo 
interés contemporáneo en la investigación de células madre embrionarias para el 
reemplazo de células de tejido perdido o dañado.[23] 
 
Por tanto, las células madre se pueden clasificar en función de su origen y el potencial 
para diferenciarse. Sobre la base de origen, estas células son de dos tipos: células 
madre embrionarias (ESC) y células no embrionarias. Las células no embrionarias 
están presentes en dos formas: células madre hematopoyéticas (HSCs) que se 
diferencian en diferentes células sanguíneas, y las menos diferenciadas que son las 
células madre mesenquimales (MSCs). Bajo la segunda clasificación, las células 
madre pueden clasificarse como totipotentes, pluripotentes y multipotentes., basados 





madre tienen tres características comunes para ser ilimitadas: capacidad de auto-




2.3.1. CÉLULAS MADRE EMBRIONARIAS 
 
Las células madre embrionarias (ESC) que en condiciones óptimas, las podemos 
localizar en células de la masa celular interna (ICM) del blastocisto preimplanta, son 
capaces de proliferar indefinidamente, mientras que bajo condiciones de inducción, 
pueden someterse a determinación y se diferencian en otros tipos de tejidos. Por el 
contrario, después de la formación de capas germinales, la mayoría de células 
progenitoras somáticas tienen vida limitada, y muestran un potencial de diferenciación 
decreciente. 
 
El potencial del uso in vivo de (ESC)  para la terapia se demostró cuando se mostró 
que la inyección de (ESC) en ratones letalmente irradiados, podría restaurar las células 
madre perdidas de la medula ósea. En 1998 Thompson et al. [25], demostraron que el 
cultivo in vitro de (ESC) humano podría diferenciarse en epitelio, cartílago, hueso, 
musculo, neuronas y otro tipos de células que fueron reportados.  
 
2.3.2. CÉLULAS MADRE GERMINALES 
 
Tempranamente en la embriogénesis, algunas células se designan para convertirse en 
células germinales. Estas células migran a la gónada primitiva (cresta genital) y se 
diferencian en precursores de células germinales femenina o masculina, dependiendo 
de la presencia de dos cromosomas X (femenino) o un cromosoma X y un cromosoma 
Y (masculino). Las células madre germinales mantienen su totipotencialidad y la 
perdida de las señales normales de diferenciación pueden conducir a la proliferación 






2.3.3. CÉLULAS PROGENITORAS SOMÉTICAS Y NORMALES DE 
RENOVACIÓN DEL TEJIDO 
 
Las células de los órganos adultos normales están continuamente siendo reemplazadas. 
Esta sustitución es lograda por la proliferación de células progenitoras o 
amplificadoras de transito celular, proporcionando una población expandida de tejido 
mitótico competente. Determinadas células progenitoras, producen progenie que se 
diferencian en células más maduras que ya no pueden proliferar y eventualmente 
mueren [26]. 
 
2.3.4. CÉLULAS MADRE HEMATOYÉTICAS 
 
La sangre es uno de los tejidos más rápidamente reemplazables por el cuerpo. Las 
células formadoras de sangre o hematopoyéticas son localizadas en la medula ósea. El 
linaje de las células sanguíneas se extiende desde una célula madre en reposo, a las 
células precursoras de amplificación de tránsito, hasta las células sanguíneas maduras 
circulantes. Las células sanguíneas circulantes varían de las células 
polimorfonucleares, que solo viven un día o dos. La mayoría de células circulantes no 
pueden proliferar, es por esto que el gran número de células polimorfonucleares y su 
rápida conversión, requiere un gran número de células precursoras.  
 
Las células progenitoras de medula ósea son pluripotentes, dando lugar a células 
estromales y células linfocíticas, así como hematíes, glóbulos blancos y 
megacariocitos, además de células mesenquimales que pueden dar lugar a muchos 
tipos de células tales como osteocitos, adipocitos, células musculares, astrocitos y 
neuronas, así como células estromales que soportan la hematopoyesis.[27] 
 
2.4. CORDÓN UMBILICAL 
 
Este tejido ha tomado un  creciente interés en los últimos años, por lo que éste es 
desechado después del nacimiento, permite la obtención de células madre y no requiere 





estromales obtenidas del tejido mesenquimal humano, células dominantes de este 
tejido derivado del feto, poseen propiedades multipotentes entre las células madre 
embrionarias y células madre adultas. Por otro lado estas células soportan una tasa de 
proliferación y una capacidad de auto-renovación mayores. A pesar de que comparten 
los marcadores de superficie común con MSC derivadas de medula ósea, también 
expresan ciertos marcadores embrionarios de células madre, aunque en niveles bajos. 
[28]. 
 
El cordón umbilical contiene dos arterias y una vena, las cuales están embebidas en un 
tejido conectivo gelatinoso que se compone de un tejido conectivo embrionario 
especial, llamado gelatina de Wharton, situado entre el epitelio amniótico de cobertura 
y los vasos umbilicales, ésta gelatina consiste en fibras de colágeno, células estromales 
de tipo miofibroblasto y proteoglicanos. El principal papel de este material gelatinoso 
es evitar la compresión, torsión y flexión de los vasos cerrados, que proporcionan un 
flujo sanguíneo bidireccional entre la circulación fetal y materna.  
En los últimos años, paralelamente al enorme esfuerzo para explorar fuentes 
alternativas de células madre en el cuerpo humano, el cordón umbilical, apareció como 
un prometedor reservorio de células fetales que podría ser fácilmente utilizado como 
células madre multipotentes [29]. 
 
Se ha demostrado que las células aisladas de las arterias, las capas epiteliales y 
subepiteliales de  vena, el revestimiento del cordón y la gelatina de Wharton del cordón 
umbilical son células adherentes a plástico y son multipotentes, diferenciándose en 
mucho tipos celulares como osteoblastos, adipocitos, condricitos, hepatocitas y células 
neurales y cardiacas, estas también expresan marcadores típicos de medula ósea 
derivados de células mesenquimales. 
Durante muchos años, la medula ósea se ha considerado la fuente más importante para 
la obtención de MSCs para la ingeniería de las células madre humanas. Sin embargo, 
la extracción viene con restricciones éticas y problemas asociados con una extracción 
dolorosa. Al igual que las células madre mesenquimales de médula ósea, las MSCs de 
cordón umbilical, se piensa que tienen un estado inmunológico privilegiado y un 





2.4.1. CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES DE CORDÓN UMBILICAL 
 
MSCs, una fuente prometedora de terapia basada en células, debe presentar las 
siguientes características: son células madre multipotenciales, pueden diferenciarse en 
varios tipos de células mesodermales, células de linaje (adipocito, osteoblasto, 
condrocito; estas características de las MSC, las hace un agente terapéutico atractivo. 
Según el comité de tejido de células madre de la sociedad internacional de terapia 
células, los criterios básicos para categorizar células madre mesenquimales, deben 
tener las siguientes características:  
 Las células deben ser adherentes al plástico bajo condiciones de cultivo 
 Las células deben expresar CD73, CD90 Y CD105. Carentes de expresión de 
CD11b, CD19 o CD79α, CD14, CD34, CD45y HLA-DR. 
 Las células deben ser capaces de diferenciarse a adipocitos, condrocitos y 
osteoblastos in vitro[31] 
 
Actualmente, la medula osea (BM) es la principal fuente de MSC para la terapia 
celular, sin embargo, la aspiración de BM, involucra procedimientos invasivos y el 
potencial de diferenciación de BM.MSC disminuyen significativamente con la edad. 
Por lo tanto, la búsqueda de fuentes alternativas de MSC es de valor significativo. [32] 
 
2.4.2. CÉLULAS HEMATOPOYÉTICAS DE CORDÓN UMBILICAL 
 
La sangre de cordón umbilical y la placenta son una rica fuente de células madre 
hematopoyéticas, además son una alternativa al trasplante de médula ósea. Las células 
progenitoras hematopoyéticas (HPC), no tienen la capacidad de auto-renovarse y estan 
limitadas a una o más líneas adicionales de diferenciación, Las HPC, pueden dar lugar 
a la formación de colonias de precursores mielocíticos, unidad de granulocito, 
eritroide, macrófago y megacariocitos o precursores linfoides. 
La morfología de las células hematopoyéticas de sangre de cordón umbilical, es similar 
en apariencia a una pequeña célula con un citoplasma estrecho del que las mitocondrias 
y retículo endoplasmatico son raramente marcados. Tienen la capacidad de auto-





2.5.APOPTOSIS Y NECROSIS CELULAR 
 
El crecimiento, desarrollo y mantenimiento de organismos multicelulares depende no 
solo de la producción de células, sino también en mecanismos para destruirlas. El 
mantenimiento del tamaño de un tejido, por ejemplo, requiere que las células mueran 
al mismo tiempo que se producen [34].  
 
Las células también mueren cuando están dañadas o infectadas, amenazando la salud 
del organismo. En estos y otros casos, la muerte celular no es un proceso aleatorio sino 
que se produce por una secuencia programada de eventos, en los que la célula se 
destruye sistemáticamente desde dentro, este proceso toma el nombre de apoptosis, en 
el cual las células que mueren por apoptosis experimentan cambios morfológicos 
característicos.  Y es entonces cuando la célula o cuerpo apoptótico se altera 
químicamente y una célula vecina o un macrófago (célula fagocítica especializada) 
rápidamente la engulle, sin dejar rastro, antes de que puedan derramar su contenido. 
De esta manera la célula muere ordenadamente y se elimina rápidamente sin causar 
una respuesta inflamatoria perjudicial [34]. 
 
En contraste con la apoptosis, las células animales que mueren en respuesta a un evento 
agudo, tal como trauma o falta de suministro de sangre, por lo general lo hacen  por un 
proceso llamado necrosis. Las células necróticas se hinchan y estallan, derramando su 
contenido sobre las células vecinas provocando una respuesta inflamatoria. En la 
mayoría de los casos, la necrosis es probable que sea causada por el agotamiento de la 
energía, que conduce a defectos metabólicos y perdida de los gradientes iónicos que 
normalmente existen a través de la membrana celular [34]. 
 
La muerte celular programada (PDC) es un importante mecanismo celular cuya 
desregulación está implicada en muchas patologías humanas, especialmente en la 
formación de tumores. La inducción de PDC a través de la activación de las caspasas 







La apoptosis es un tipo de muerte de celular programada que se caracteriza por la 
ampolladura de la membrana celular, la contracción celular, la fragmentación nuclear, 
la condensación de la cromatina y la fragmentación del ADN cromosómico. Existen 
dos vías de señalización apoptóticas básicas: la vía extrínseca y la vía intrínseca o 
mitocondrial. La vía apoptótica intrínseca es activada por varios estímulos 
intracelulares, incluyendo daño al ADN, privación del factor de crecimiento y estrés 
oxidativo [36].  
 
Se basa en la formación de un complejo denominado apoptosoma, compuesto por 
procaspasa-9, factor apoptótico activador de proteasa (Apaf-1) y citocromo c. Una 
serie de miembros de la familia Bcl-2, como Bax, Bak, Bcl-2 y Bcl-xL, controlan la 
liberación del citocromo c, mediante la regulación de la permeabilización de la 
membrana mitocondrial. La vía extrínseca de apoptosis se inicia por la unión de 
ligandos de muerte, como se observa en la Figura N°2,  por ejemplo ligando Fas 
(FasL), ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) y TNF-α a 
receptores de muerte de la superfamilia de receptores de TNF [36].  
 
Esta interacción es seguida por el ensamblaje del complejo de señalización inductor 
de muerte (DISC), que consiste en la proteína del dominio de muerte asociada a Fas 
(FADD) y procaspasa-8/10. DISC entonces activa las caspasas efectoras descendentes 
(caspasa- 3, 6 y 7) para inducir directamente la muerte celular o escinde, cliva el 
miembro de la familia Bcl-2 Bid en tBid para activar la vía apoptótica intrínseca 
mediada por las mitocondrias. Numerosos factores, como p53, inhibidor celular de las 
proteínas de apoptosis (clAPs) y NK-k B, se ha informado de estar involucrados en la 
regulación de las vías apoptóticas [36]. 
 
La apoptosis puede bloquear la diseminación metastásica al matar las células mal 
colocadas. Por lo tanto sirve como un proceso importante para inhibir la metástasis. El 
éxito del proceso metastásico depende de la capacidad de las células malignas para 
escapar de la apoptosis. La resistencia a la apoptosis es indispensable para todos los 
pasos de la progresión metastásica, pero el paso más crítico puede ser la resistencia de 








Figura N°2. Activación de la vía extrínseca de la apoptosis a través de 
receptores  de muerte Fas [34]. 
 
 
2.5.1 EVALUACIÓN DE APOPTOSIS POR MICROSCOPIA DE 
FLUORESCENCIA  
 
La microscopia de fluorescencia de células vivas se ha convertido en una parte integral 
de la biología celular moderna. Las proteínas fluorescentes, tinción celular in vivo  y 
otros métodos para etiquetar de manera fluorescente proteínas de interés, proveen un 
amplio rango de herramientas para investigar cualquier proceso celular utilizando un 
microscopio de fluorescencia. Entre las técnicas más populares con microscopia de 
fluorescencia para detectar apoptosis se encuentra la citometría de flujo con anexina 
V y microscopia de fluorescencia con Hoescht [37].  
 
Debido a su alta afinidad por el ADN, Hoechst, (2-[4-etoxifenil]-5-[4-metil-1-
piperazinil]-2-5-bi-1H-bencimidazol) un popular colorante celular permeante que 
emite fluorescencia azul cuando se une al ADN,  se utiliza frecuentemente en el 
recuento celular, el ciclo celular y estudios de replicación celular para distinguir 
núcleos condensados en células apoptóticas. Este colorante es excitado por la luz UV 
a 360nm cuando está ligado al ADN, con un máximo de emisión a 460nm. 






2.5.2 NECROSIS CELULAR. 
 
La necrosis se ha definido como un tipo de muerte celular que carece de las 
características de la apoptosis y la autofagia, y se considera generalmente incontrolada, 
sin embargo existen actualmente investigaciones que reportan que su ocurrencia y 
curso podrían estar estratégicamente reguladas, denominándose necropsis, necrosis 
programada, otro tipo de PDC, muerte celular programada [38], que opera sin 
actividad caspasa detectable. Sin embargo, incompletamente entendido, los 
mecanismos de necrosis programada deben ser intensamente investigados, porque un 
mejor conocimiento de estas vías puede traducir directamente en mejores terapias para 
los canceres resistentes a la apoptosis. 
 
Después de lesiones inducidas por señalización o daño, la necrosis puede inducir 
signos de procesos reactivos tales como disfunción mitocondrial, generación 
aumentada de especies reactivas de oxígeno, agotamiento de ATP, proteólisis por 
calpaínas y catepsinas y ruptura temprana de la membrana plasmática. Además, la 
inhibición de proteínas específicas implicadas en la regulación de la apoptosis o 
autofagia puede cambiar el tipo de muerte celular a la necrosis [39].  
 
Sin embargo, muchas células tumorales son intrínsecamente resistentes contra la 
apoptosis inducidas por TRAIL y, aun cuando se combinan con quimioterapia o 
radioterapia, todavía no se ha logrado un gran avance en la terapia de pacientes con 
cáncer. Como una alternativa potencial Thon et al. Han demostrado la capacidad de 
los receptores de TRAIL humanos y murinos para inducir necrosis programada 
independientemente de sus capacidades apoptóticas cuando la inducción de la 
apoptosis falla o se inhibe activamente [39]. 
 
Además demostraron que la necrosis programada inducida por TRAIL, causaba la 
muerte de una amplia gama de líneas celulares cancerosas, perjudicando su 
supervivencia y actuando en sinergia con agentes quimioterapéuticos, además de 
determinar que ésta está determinada principalmente por la expresión de la quinasa 





representar una opción nueva y adicional, pero todavía en gran parte inexplorada para 
la eliminación de células tumorales, además de las estrategias bien establecidas 
destinadas a la inducción de apoptosis [40]. 
 
Para evaluar la necrosis celular se utiliza el yoduro de propidio (PI). Este colorante 
rojo fluorescente y contra colorante cromosómico, dado que no es permeable a la 
membrana plasmática intactas de  células vivas, se usa comúnmente para detectar 
células muertas en una población. PI se une al ADN intercalando entre las bases con 
pequeñas o ninguna secuencia de preferencia. En solución acuosa, el colorante tiene 
máximos de excitación/emisión de 493/636nm y muestran fluorescencia roja en 
microscopia de fluorescencia. Una vez que el colorante está unido, su fluorescencia 
aumenta de 20 a 30 veces, el máximo de excitación se desplaza 15nm al azul, dando 
como resultado máximo de excitación a 535nm y máxima emisión de fluorescencia a 
617nm [40]. 
 
2.6. CULTIVO CELULAR 
 
El cultivo celular es una de las principales herramientas utilizadas en biología celular 
y molecular, son excelentes modelos de sistemas para estudiar la fisiología y la 
bioquímica normales de las células. Por otra parte también son ampliamente utilizados 
para la investigación y el diagnostico, especialmente en el aspecto de una infección 
viral, proporcionando la configuración necesaria para la detección e identificación de 
numerosos patógenos de los seres humanos, esta técnica se utilizó en el descubrimiento 
del virus Ebola en una sospecha de fiebre amarilla en un paciente y de la misma manera 
en varios estudios [41]. 
 
El principio de cultivo celular se estableció cuando Roux, un embriólogo, utilizó 
solución salina caliente para mantener el embrión de pollo durante varios días. [42] El 
cultivo celular refiere al aislamiento celular de su entorno natural (in vivo) y su 
posterior crecimiento en un ambiente artificial controlado favorable (in vitro). 
 En los últimos años, se han desarrollado tecnologías para mejorar la forma en que los 





Identificando las limitaciones del cultivo de células mamíferas mediante métodos 
convencionales sobre sustratos bidimensionales (2D) y enfocándose actualmente en el 
desarrollo de modelos de tejidos tridimensionales (3D) in vitro sobre andamios o 
scaffold-free hechos de materiales naturales o sintéticos. El uso de esta tecnología 
junto con otros recursos modernos en biología celular como la utilización de células 
madre humanas [43]. 
 
2.6.1. CONDICIONES DE CULTIVO 
 
Las condiciones de cultivo varían ampliamente para cada tipo de célula, el entorno 
artificial en el que las células se cultivan invariablemente consiste en un recipiente 
adecuado que contiene un sustrato o medio que suministra los nutrientes esenciales 
(aminoácidos, carbohidratos, vitaminas, minerales), factores de crecimiento, 
hormonas y gases (O2,CO2), regulando su medio físico-químico (pH, presión 
osmótica, temperatura). Existen dos sistemas básicos para el crecimiento de células en 
cultivo, como monocapa en un cultivo artificial (cultivo adherente) que están unidas a 
un sustrato solido o semisolido y libre o flotante en el medio de cultivo (cultivo en 
suspensión) [44]. 
 
El medio de crecimiento controla el pH del cultivo y amortigua las células en cultivo 
contra cambios de pH, por lo general este amortiguamiento se logra mediante la 
inclusión de una sustancia orgánica por ejemplo HEPES o buffer basado en CO2-
bicarbonato. Debido a que el pH del medio es dependiente del delicado equilibrio de 
dióxido de carbono disuelto y bicarbonato generalmente se utiliza 5-7% de CO2 en el 
aire, pero también se utiliza CO2 exógeno cuando se utiliza medio tamponado con 
CO2-bicarbonato, especialmente si las células se cultivan en platos abiertos o son 
líneas celulares transformadas [44]. 
 
La temperatura óptima para un cultivo celular depende en gran medida de la 
temperatura corporal del huésped del que se aislaron las células. La mayoría de líneas 






2.6.2. REQUERIMIENTOS PARA CULTIVOS CELULARES 
 
Cámara de cultivo de células: Una cama de cultivo celular proporciona un área de 
trabajo aséptico permitiendo al mismo tiempo la contención de salpicaduras 
infecciosas o gases generados por muchos procedimientos microbiológicos, mediante 
el mantenimiento de un flujo constante y unidireccional del aire filtrado [44]. 
  
Incubadoras: la incubadora tiene el propósito de proporcionar el ambiente apropiado 
para el crecimiento celular, esta debe ser lo suficientemente grande, tener una 
circulación de aire forzado y un controlador de temperatura.  
 
Refrigeradores, congeladores y almacenadores criogénicos: para almacenar reactivos 
y medio a 2-8°C y hasta -5°C hasta -20°C para almacenar la mayoría de reactivos. Los 
almacenadores criogénicos de nitrógeno ya sea en fase vapor o en  fase liquida son  
utilizados para almacenar aquellas células que a temperaturas de almacenamiento de -
20 a -80°C su viabilidad disminuye. 
 
Medios de cultivos, este es el componente más importante del entorno del  cultivo 
porque proporciona nutrientes, factores de crecimiento y hormonas necesarias para el 
crecimiento, así como la regulación del pH y la presión osmótica del cultivo.  
 
Los sueros son de vital importancia como fuente de crecimiento y factores de adhesión, 
hormonas, lípidos y minerales para el cultivo de células en medios basales, además el 
suero también regula la permeabilidad de la membrana celular y sirve como soporte 
para lípidos, enzimas, micronutrientes, sin embargo el uso de suero en los medios tiene 
un numero de desventajas, incluyendo su alto costo, existen problemas de 
estandarización, especificidad y variabilidad, y efectos no deseados tales como la 









2.6.3. CONTAMINACIÓN DE UN CULTIVO 
 
La contaminación de un cultivo celular es fácilmente el problema más común en 
laboratorios de cultivo celular y a veces las consecuencias son muy graves. Los 
contaminantes de un cultivo celular pueden dividirse en dos categorías principales: 
contaminantes químicos como impurezas en medios de cultivo, sueros y agua, 
endotoxinas, plastificantes, y detergentes y contaminantes biológicos tales como 
bacterias, mohos, levaduras, virus, micoplasma, así como contaminaciones cruzadas 
por otras líneas celulares. Si bien no es imposible eliminar la contaminación en su 
totalidad, es posible reducir su frecuencia y gravedad, conociendo bien las fuentes y 
siguiendo buenas técnicas de asepsia [44]. 
 
En la actualidad la contaminación por Micoplasma sigue siendo la más elevada, siendo 
de 15 a 35% en todo el mundo con incidencias extremas de 65 a 80%, estas bacterias, 
con estructura de hongo micelado con una floración de estructura tipo plasma [45] [46] 
[47].  
Las contaminaciones cruzadas no son tan comunes como las contaminaciones 
microbianas, las características de líneas celulares obtenidas de bancos deben ser 
verificadas periódicamente debido a que estas pueden ser contaminadas con otras 
líneas celulares como HeLa de crecimiento rápido. Además se pueden realizar análisis 
de cariotipo análisis de isotipo que puedan confirmar la ausencia de contaminación 




Un subcultivo, también denominado pasaje, es la eliminación del medio y la 
transferencia de células de un cultivo previo en un medio de crecimiento fresco. El 
crecimiento de las células en cultivo procede desde la fase de retraso (fase lag), 
seguidamente de la siembra hasta la fase logarítmica, donde las células proliferan 
exponencialmente, como se muestra en la Figura N° 3. Cuando las células en cultivos 
adherentes ocupan todo el sustrato disponible y no tienen espacio para su expansión, 





soportar un mayor crecimiento, la proliferación celular se reduce en gran medida o 
cede por completo en la fase estacionaria o fase de meseta), es por esto que es necesario 
mantener el cultivo a una densidad óptima para el crecimiento continuo de las células 
y para estimular la proliferación celular, el cultivo tiene que ser dividido y el medio 
fresco. El mejor momento para realizar un subcultivo es antes de que este alcance una 
confluencia de 100%, ya que  as células post-confluentes pueden sufrir diferenciación 
y exhibir una proliferación más lenta después del paso [44]. 
 
 
Figura N°3. Patrón característico de crecimiento de un cultivo celular vital para 
la estructura e integridad celular. [44] 
 
 
Los criterios para determinar la necesidad de realizar un subcultivo son: 
 Densidad celular: los cultivos adherentes deben ser pasados cunado están en la 
fase logarítmica antes de llegar a la confluencia.  
 
 Agotamiento del medio: una disminución del pH del medio de crecimiento 
suele indicar la producción de ácido láctico, que es un producto del 
metabolismo celular, el ácido láctico puede ser toxico para las células y 






 Horario de subcultivo: pasar las células con un estricto horario asegura un 
comportamiento reproducible y permite monitorear el buen estado de un 
cultivo, hasta lograr una tasa de crecimiento constante y un rendimiento 
adecuado a partir de una densidad de siembra dada, asegurándose que las 
células no pasen la confluencia o la fase de retaso o de meseta. [44] 
 
2.6.5. ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR 
 
Los ensayos de viabilidad celular son usados generalmente para buscar 
compuestos y determinar si estos tienen efectos sobre la proliferación celular 
o muestran efectos citotóxicos directos que conllevan a la muerte celular. Los 
ensayos de viabilidad celular también son usados para medir la unión de 
receptores y una variedad de transducción de señales que puede involucrar la 
expresión de reporteros genéticos, tráfico de componentes celulares  y 
monitoreo de organelas celulares. A pesar del tipo de ensayo celular usado es 
importante determinar cuántas células viables se mantienen al final de cada 
experimento. Existe una gran variedad de ensayos que pueden estimar el 
número de células eucariotas viables que van desde los más complejos y 
especializados como marcadores de proteasas y detección de ATP, hasta los 




ENSAYO DE EXCLUSIÓN DE VIABILIDAD CON AZUL DE TRYPAN 
 
El ensayo de exclusión de vialidad es usado es usado para determinar el número de 
células viables presentes en una suspensión celular. Se basa en el principio de que las 
células vivas poseen una membrana celular intacta, la cual excluye ciertos tipos de 
colorantes como azul de trypan, Eosina o propidio, mientras las células muertas no 
excluyen dichos pigmentos. En el ensayo, una suspensión celular se mezcla con el 
pigmento y luego se examina visualmente para determinar si las células incorporan 





2.6.6. LÍNEA CELULAR COMO MODELO DE ESTUDIO 
 
Después del primer subcultivo, el primer cultivo se conoce como una línea células. 
Las líneas células derivadas de un cultivo primario tiene una vida útil limitada y como 
estas son subcultivadas, predominan las células con alta capacidad de crecimiento, 
resultando una población en un grado genotípico y fenotípico uniforme, sin embargo, 
algunas líneas se vuelven inmortales a través de un proceso llamado transformación, 
que puede ocurrir espontáneamente o puede ser inducido química o viralmente. 
Cuando una línea celular finita sufre transformación y adquiere la capacidad de 
dividirse indefinidamente, se convierte en una línea celular continua (inmortal, más de 
100 duplicaciones de población) [50]. 
 
Sea cual sea la fuente, es esencial que las células estén autentificadas y libres de 
contaminación tales como micoplasma. La autentificación de una línea celular es 
proporcionada de la información genotípica (cariotipo, copia de variación numérica), 
congelación del tejido o ADN para demostrar inequívocamente que la línea celular se 
deriva del donante putativo, bajo la autorización de éste a través de consentimientos, 
un perfil de sus STR, secuenciación del genoma completo del tejido de origen para 
asegurar la identidad de la línea celular. Ademá de su confirmación histopatológica. 
[50] 
 
2.6.7. CÉLULAS PRIMARIAS COMO MODELO DE ESTUDIO 
 
Refiere a la etapa de un cultivo después de que las células son aisladas de un tejido y 
proliferan bajo condiciones apropiadas hasta consumir todo el sustrato disponible. 
Debido a que las células primarias no son transformadas, no inmortalizadas, simula de 
cerca un modelo vivo y produce resultados más fisiológicamente significativos, 
además permite a los investigadores evitar complicaciones (disponibilidad, costo y 
ética) involucradas en el uso de modelos animales [51]. 
 
Las células primarias tienen varias aplicaciones como en el estudio de mecanismos, 





tratamiento,  también pueden ser estudiados en este contexto los efectos secundarios 
de los tratamientos contra el cáncer (quimioterapia o irradiación). Por otra parte se 
pueden estudiar la detección, aislamiento, crecimiento, desarrollo y modo de infección 
de los virus. Pruebas de detección y toxicidad de drogas, evaluando la citotoxicidad de 
nuevos fármacos (efectos, dosis seguras, dosis máximas permisibles) y/o los 
portadores de fármacos (nanoparticulas). Las células primarias además son 
importantes en la producción de virus que se utilizan para producir vacunas, en 
ingeniería genética en la producción de proteínas genéticamente modificadas tales 
como anticuerpos monoclonales, insulina, hormonas y mucho más. Por otro lado el 
cultivo de células primarias puede ser utilizado en la reconstrucción de tejido dañado 
o reemplazo de células o tejido no funcionales [51]. 
 
En diagnóstico prenatal el líquido amniótico en mujeres embarazadas es extraído y las 
células son cultivadas para el estudio de anomalías cromosómicas y detección 
temprana de trastornos fetales. Terapia con células madre aisladas de medula ósea, 
sangre o embrión son cultivadas para generar suficientes células que puedan usarse 
para regenerar el tejido o reemplazar las células funcionales deficientes. Este es un 
área que se está investigando para diseñar terapias para trastornos genéticos, lesiones 




La criopreservación es el proceso para conservar células vivas estructuralmente 
intactas usando temperaturas bajas. Si se dispone de un exceso de células a partir de 
un subcultivo, deben tratarse con un agente protector apropiado (por ejemplo, DSMO, 
dimetilsulfoxido o glicerol) al 10% generalmente para células primarias, estos 
crioprotectores reducen el punto de congelación del medio y permiten una velocidad 
de enfriamiento más lenta de -1 °C por minuto, reduciendo en gran medida el riesgo 
de formación de daño celular y muerte celular  y se almacena a temperaturas inferiores 
a -130 °C). Debido a que una línea celular establecida es un recurso valioso y su 
reemplazo es costoso y requiere mucho tiempo, es de vital importancia que se congelen 





pueden servir como fuente de preparación de un stock. Debe asegurarse que las células 
son al menos 90% viables antes de la congelación [44]. 
 
2.7. METABOLISMO DE CAPSAICINA SOBRE CÉLULAS MADRE 
 
A bajas concentraciones  (0.1, 1,5 y 10 uM) la capsaicina ha demostrado no afectar 
células  madre mesenquimales de medula ósea. A una concentración de 10 uM la 
capsaicina redujo el crecimiento celular en 7% [52].  
También la capsaicina ha demostrado tener capacidad de regular niveles de expresión 
de genes en células madre entre los cuales se encuentran genes adipo-genicos como 
PPARG, CEBPA, FABP4, reduciendo su expresión. Además la capsaicina aumenta la 
expresión de genes relacionado a apoptosis. Estimulando la expresión de BAX y 
CASP3 significativamente dependiente de dosis y tiempo [52]. 
Tambien se ha demostrado que la capsaicina produce necrosis y apoptosis en células 
madre mesequimales. Ensayos con tinción de V/PI anexina demostraron que la 
capsaicina está asociada   en mayor medida a la apoptosis que a la necrosis, 




TRAIL/Apo-2L (factor de necrosis tumoral) es miembro de la super familia de TNF, 
fue primero descrito como una citoquina inductora de apoptosis en 1995. Similar a 
TNF y al ligando Fas, TRAIL induce apoptosis de manera dependiente de caspasa, 
siguiendo la trimerización de los receptores de muerte de TRAIL. Debido a que las 
células tumorales han mostrado ser particularmente sensibles a TRAIL, mientras que 
las células y tejidos normales han probado ser residentes y además ser capaces de 
sintetizar y liberar TRAIL. Rápidamente TRAIL ha tomado importancia por su 
posibilidad de ser una importante arma fisiológica contra el cáncer. Por esto, 





de TRAIL de matar células de cáncer, desarrollando formas recombinantes de TRAIL 
o receptores agonistas de TRAIL, para aplicaciones terapéuticas [54].   
El descubrimiento de TRAIL/Apo-2L (ligando inductor a apoptosis relacionado a 
TNF), fue precedido por la descripción del TNF [51], en la década de los 60s y su 
caracterización, purificación y clonación (TNF/LT) en 1985 [54].  
Posteriormente, el descubrimiento y clonación de Fas (CD95) y el ligando Fas 
(FasL/CD178) [55] [56] y además la descripción de la ruta metabólica pro-apoptótica 
de Fas/FasL, llevó a la especulación de que Fas, podía ser usada contra las células 
cancerígenas, sin embargo se descubrió que la introducción de agonistas de Fas en 
modelos de ratón rápidamente producía hepatotoxicidad letal.  
En la década de 1990, dos grupos de investigadores de manera independiente, 
describieron el tercer miembro de la familia de TNF, con una potente actividad 
tumoricida, además de tener un relativo efecto no tóxico en células normales y tejido 
vivo. El grupo de investigadores de Immunex, liderados por Raymond Goodwing, 
nombraron esta proteína como ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF, 
como TRAIL. El grupo de Genentech, liderados por Avi Ashkenazi, llamaron la 
molécula como ligando Apo-2 o Apo-2L [55].  
TRAIL, está compuesto por 281 aminoácidos, es una proteína de membrana tipo II, su 
dominio extracelular C-terminal, muestra homologa con otros miembros de la familia 
de TNF. Los transcritos de TRAIL son detectados en una variedad de tejidos humanos, 
de manera más predominante en bazo, pulmón y próstata. El gen de TRAIL se localiza 
en el cromosoma 3 en posición 3q26, la cual no está cerca a ningún otro miembro de 
la familia de TNF. Tanto TRAIL expresando en superficie celular  como TRAIL 
soluble a concentraciones picomolar, rápidamente induce apoptosis en gran variedad 
de líneas celulares transformadas de diverso origen [58].  
Desde su descubrimiento, numerosos reportes han proporcionado evidencia de que 
TRAIL, es una importante proteína supresora de tumores. Una variedad de líneas 
celulares de tumor muestran alta sensitividad a TRAIL, comparado con células 
primarias. La administración de TRAIL recombinante (o cDNA de TRAIL usando 





vivo. También la estimulación de una variedad de células hematopoyéticas, 
incluyendo células T, células NK, células B y monocitos, con interferon tipo I y II,  
inducen la expresión de TRAIL y les provee a las células una potente actividad anti-
cancerígena. En adición, los neutrófilos también pueden liberar TRAIL mediante sus 
gránulos si es estimulado de manera adecuada. La deficiencia de TRAIL en ratón, ha 
sido asociada con un incremento de la tumorogénesis inducida por carcinógenos y 
metástasis, en particular en hígado. Finalmente la expresión de TRAIL ha sido 
disminuida en una variedad de cánceres humanos y cuando la expresión de TRAIL ha 
sido restaurada a niveles normales, la sensitividad del tumor hacia drogas de 
quimioterapia aumenta [58].  
 
2.8.1. RUTA METABÓLICA DE TRAIL Y APOPTOSIS 
 
TRAIL es una proteína transmembrana tipo II de 281 aminoácidos, comparte 
homología con los otros miembros de la superfamilia de TNF mediante el llamado 
dominio de homología TNF (THD). Un dominio conservado de 150 residuos se 
localiza extracelularmente al extremo carboxyterminal de la molécula [56]. A 
diferencia de FasL y TNF- α, TRAIL, está ampliamente constituido y expresado en 
muchos tejidos, como intestino delgado, colon, placenta y en la mayoría de células del 
tejido hematopoyético [59].   
TRAIL interactúa con 5 diferentes receptores, como se observa en la Figura N°4,  estos 
pueden actuar como transductores de señal hacia las células blanco para inducir la 
muerte celular, o como reguladores/  de-codificadores previniendo que la señalización 
que lleva a la muerte celular [57]. Los receptores de muerte de TRAIL (DRs), 
DR4/TRAIL-R1 y DR5/TRAIL-R2, tienen un dominio de muerte intracelular (DD), 
un módulo de homodimerización responsable por la segregación de proteínas 
promotoras que promueven la transducción de señales [60].  
En contraste a los receptores de muerte de TRAIL (DRs), DcR1 TRAIL-3 no posee 





se expresa en la superficie celular vía unión glicosil-fosfatidilinositol. DcR2/TRAIL-
R4, por otro lado, tiene un dominio intracelular truncado faltante de 52 de los 76 
aminoácidos encontrados en los receptores de muerte de DR4/TRAIL-R1y 
DR5/TRAIL-R2. Estas dos proteínas de unión a TRAIL no son capaces de traducir la 
señalización que conlleva a la muerte celular, y subsecuentemente han sido definidos 
como receptores decodificadores (DcR). Aunque no es capaz de señalizar apoptosis, 
la ligación de TRAIL con DcR2/TRAIL-R4 activa NF-κB. La activación de NF-κB  
ha sido relacionada a un incremento a la resistencia de la apoptosis inducida por 
citoquinas, incluido TRAIL [59]. Es posible que DcR2/TRAIL-R4 proteja contra la 
apoptosis inducida por TRAIL mediante el secuestro de ligandos e inducción de 
proteínas con actividad antiapoptótica.  
 
 
Figura N°4. Receptores de TRAIL [59]. 
 
La distribución en tejidos de DcR1/TRAIL-R3 es mucho más restringida que 
DR4/TRAIL-R1 y DR5/TRAIL-R2, con mRNA hallado solamente en corazón, riñón, 
hígado, pulmón, placenta, leucocitos y bazo. El mRNA de DcR2/TRAIL-R4, en 
contraste con DcR1/TRAIL-R3, es encontrado en una mayor variedad de tejidos 





Un quinto receptor, osteoprotegerina (OPG), una proteína soluble que interactúa con 
TRAIL con baja afinidad, aun su relevancia y función in vivo no es clara [61].   
En términos generales, la cascada de señalización iniciada con la unión de TRAIL a 
uno de sus receptores de muerte es similar a la señalización generada después de la 
interacción de Fas/FasL, y es conocida como ruta extrínseca de apoptosis. La unión de 
TRAIL con DR4/TRAIL-R1 o DR5/TRAIL-R2, resulta en una trimerización del 
receptor, permitiendo el reclutamiento del FADD (proteínas del dominio de muerte 
asociadas a FAS) por los receptores. FADD posee un segundo dominio llamado 
dominio efector de muerte (DED) capaz de unirse a los dominios DED presentes en 
las caspasas 8 o 10. El reclutamiento de las caspasas 8 o 10 resulta en la formación del 
complejo de señalización inductor de muerte (DISC) y activación de la cascada de 
señalización proteolítica. 
 Dependiendo del tipo celular, una alta o baja cantidad de activación de caspasas puede 
ser resultado de la unión de TRAIL con sus receptores de muerte. En adición, la 
expresión relativa de la proteína inhibidora de apoptosis (XIAP), un inhibidor 
endógeno de caspasas, altamente impacta en la activación de caspasas por DISC. En 
células tipo I, el balance entre la activación de caspasas 8/10 y la expresión de XIAP 
resulta en altos niveles de activación de caspasas y favorece la activación directa del 
ejecutor/efector de caspasas 3,6 y 7. Por otro lado, en células tipo II, el balance entre 
la activación de caspasas 8/10 inducidas por DISC y la expresión de XIAP permiten 
solo la formación de niveles bajos de caspasas y favorece la formación de un ciclo de 
amplificación, mediado por la activación de BID proteína única-BH3 (proteína 
conteniente el dominio BH-3 inhibidora de BCL-2), la cual inicia la vía mitocondria 
de apoptosis (intrínseca) [61].  
 La forma truncada de BID migra a la mitocondria donde activa BAX (proteina X 
asociada a Bcl-2) y BAK (antagonista asesino 1 homologa a Bcl-2) para inducir  la 
permeabilización de membrana exterior de membrana de mitocondria (MOMP) y 
consecuente liberación de factores pro-apoptoticos, como citocromo c, y 
SMAC/DIABLO (Segundo activador de caspasas derivado de mitocondrias/ proteína 





mitocondria HtrA). En el citosol, el citocromo C inicia la formación del complejo 
multimolecular llamado apoptosoma, el cual está compuesto por el citocromo C, 
APAF-1 (factor 1 activador de apoptosis) y caspasa 9. La caspasa 9  es activada por 
un mecanismo de  proximidad inducida y a su vez está activa a las caspasas 3, 6 y 7, 
como se observa en la figura N° 4. La activación múltiple de las caspasas produce un 
desensamblaje sistemático por unión de un amplio rango de proteínas intracelulares 
vitales para la estructura e integridad celular [61].  
 
2.8.2. INDUCCIÓN DE NECROPTOSIS POR TRAIL     
  
Aparte de apoptosis, y específicamente en situaciones donde la actividad de las 
caspasas es excluida mediante el uso de inhibidores de caspasas, TRAIL puede inducir 
un alternativo, receptor interactuador de proteínas kinasa  (RIPK), mediando un tipo 
de muerte celular denominado necrosis regulada o necroptosis [62]. 
Este tipo de muerte celular depende de la activación de un complejo molecular 
amiloide conocido como necrosoma. Antes de la unión de TRAIL con sus receptores 
de muerte, particularmente cuando la caspasa 8 o la proteína inhibidora celular de 
FLICE (cFLIP) está ausente o inactivada, el necrosoma se forma por la asociación de 
RIPK1 y RIPk3 vía interacción su dominio de motivo de interacción hematopoyética 
RIP (RHIM). En el complejo de necrosoma, RIPK3 es activado por la auto-
fosforilación y reclutamiento de MLKL, una pseudo kinasa asociada con la fase 
efectuar de la necroptosis [62].  
En el necrosoma, MLKL sufre un cambio conformacional conllevando a la exposición 
de su dominio 4-helicoidal. El mecanismo responsable de la inducción de necroptosis 
por MLKL aún no es comprendido por completo, pero la data sugiere que MLKL 
puede desestabilizar y mediar la deformación de poros en la membrana plasmática 
[62].  
Historicamente, la apoptosis se ha considerado la muerte celular telerogénica mientras 





activada por una respuesta inmune innata o adaptativa [63]. Mientras estas diferencias, 
son ampliamente exactas, las citoquinas inflamatorias y las quimocinas son producidas 
durante la apoptosis inducida por TNF y FAS. Aun se debe determinar si existe una 
producción similar de citoquimas proinflamatorias y quimiocinas durante la apoptosis 
o necroptosis inducida por TRAIL. Es por esto que el tipo de muerte celular inducida 
por TRAIL y relacionada con terapias debe ser evaluado con cuidado dependiendo del 
tipo de enfermedad a tratar y su contexto.  
 
2.8.3. RESISTENCIA A LA MUERTE CELULAR MEDIADA POR TRAIL  
  
Uno de los aspectos más importantes a considerar cuando se diseña tratamientos 
terapéuticos usando receptores agonistas de TRAIL es la diversidad de mecanismos 
que pueden desarrollar resistencia a muerte celular por TRAIL [64]. 
Se han mencionado los receptores decodificadores (DcR1/TRAIL-R3, DcR2/TRAIL-
R4 y OPG) que pueden unirse con TRAIL pero no son capaces de activar la 
señalización metabólica de apoptosis o necroptosis.  Un incremento de la expresión de 
DcR1/TRAIL-R3. DcR2/TRAIL-4 o OPG pueden interferir en la acción de TRAIL, lo 
cual lleva a la hipótesis de que la expresión de estos receptores gobierna cuales células 
son sensibles a TRAIL. Esta hipótesis ha recibido el apoyo de un gran número de 
estudios, correlacionando el incremento de la expresión de DcR1/TRAIL-R1 o 
DcR2/TRAIL-R4 en muestras de tumor humano, con el incremento de la enfermedad 
y disminución de supervivencia [65].  
Una disminución terapéutica de DcR1/TRAIL-R3 y DcR2/TRAIL-R4, en algunos 
casos ha demostrado aumentar la sensibilidad del tumor a TRAIL, llevando a la 
posibilidad de que estos funcionan realmente como decodificadores y compite con 
DR4/TRAIL-R1 y DR5/TRAIL-R2 por TRAIL.  Sin embargo la gran mayoría de 
estudios han sido conducidos in vitro usando líneas celulares de tumor ya establecidas. 
Cuando se mantienen en la superficie celular, la disminución de DR4/TRAIL-R1 o 





casos el uso de drogas que incrementa la expresión de DR4/TRAIL-R1 o DR5/TRAIL-
R2 ha probado ser una importante estrategia de soporte. Sin embargo, la mutación o 
metilación de la región promotora de estos genes, en algunas circunstancias puede 
presentar un nivel de complejidad extra. En adición, a la regulación transcripcional de 
DR4/TRAIL-R1 o DR5/TRAIL-R2, modificaciones post-traduccionales, como 
glicosilación y plamitoilación, tráfico de receptores de la membrana celular e 
internalización de receptores, puede modular la actividad de TRAIL [65].  
 
2.8.4. TERAPIA DE CANCER USANDO RECEPTORES AGONISTAS DE 
TRAIL 
 
La prometedora información que muestra la potente actividad tumoricida  de 
receptores agonistas de TRAIL, han promovido su estudio clínico. TRAIL/Apo-2L 
humano recombinante (Dularenmin) ha sido probado en ensayos clínicos fase I/II, en 
paciente con un amplio rango de tipos de cáncer,  incluidos tumores hematológicos y 
sólidos, la mayoría en etapa avanzada, solo o en combinación con quimioterapia 
convencional o biológica. Todos los estudios clínicos de Dulanermin reportaron que 
fue bien tolerado por los pacientes y  la mayoría de estudios mostró que tuvo 
importancia clínica, sin embargo, Dulanermin no mostró eficiencia clínica 
significativa cuando se trataba de una respuesta completa y existe un número de 
hipótesis que tratan de explicar porque, incluyendo una baja viabilidad y el potencial 
de unión a los receptores inductores de muerte e inhibidores de TRAIL [66].   
Una variedad de versiones modificadas de TRAIL han sido diseñadas con la intención 
de incrementar la vida media en circulación de la molécula sin alterar 
significativamente sus funciones. Sin embargo, estas variantes de TRAIL solo han sido 
probadas en ensayos pre-clínicos. Como alternativa al Dulanermin, anticuerpos 
monoclonales agonistas (mAb) específicos para DR4/TRAIL-R1 y DR5/TRAIL-R2, 
han sido estudiados como activadores terapéuticos de la vía de apoptosis por TRAIL 
en células de cáncer. Los beneficios de la terapia con mAB sobre TRAIL soluble 





decodificadores de TRAIL. Interesantemente, MD5-1 ha demostrado inhibir el 
crecimiento de tumores sensibles a TRAIL y también inducir una respuesta inmune 
específica a tumores que puede erradicar las variantes resistentes a TRAIL [66].  
 
2.9. ARN Y EXPRESIÓN GÉNICA 
 
El ADN del genoma, no sintetiza una proteína de manera directa, sino utiliza un 
intermediario, el RNA. Cuando una célula necesita una proteína en particular, la 
secuencia de la apropiada porción de nucleótidos de la molecular de ADN en el 
cromosoma, es copiada a RNA, en un proceso llamado transcripción. Estas copias de 
RNA de los segmentos de ADN, son usados directamente como molde para la síntesis 
directa de proteínas, un proceso llamado traducción. El flujo de la información 
genética en células es por lo tanto, ADN a RNA y luego a proteína, como se observa 
en la Figura N° 5. Todas las células, desde bacterias hasta células humanas, expresan 
su información genética de esta manera, un principio tan fundamental que es llamado 
dogma central de la biología molecular [67].  
La principal diferencia es que los transcritos de RNA de células eucariotas son sujetos 
a una serie de etapas de procesamiento en el núcleo, incluyendo el splicing de RNA,  
antes de que este salga del núcleo y sea traducido en proteína [67].  
Aunque por lo general, se enfoca en la producción de proteínas codificadas por el 
genoma, también existen muchos genes, los cuales su producto final es el RNA. Como 
las proteínas, algunos de estos RNAs se pliegan en estructuras tridimensionales 
precisas que tienen estructura y roles catalíticos en la célula. Otros RNAs actúan 
primariamente como reguladores de la expresión génica, pero aún existen muchos 







Figura N°5. Flujo de expresión génica [65].  
 
La transcripción y traducción son los medios por los cuales las células leen y expresan 
la información presente en sus genes que dependen en muchas ocasiones de factores 
ambientales o de entorno, de acuerdo a las diferentes necesidades de la célula, como 
se observa en la Figura N° 6. Debido a que muchas copias idénticas de RNA pueden 
ser hechas de un mismo gen, y cada molécula de RNA puede sintetizar de manera 
independiente muchas proteínas idénticas, por ello las células pueden sintetizar una 
gran cantidad de proteínas de un gen, si es necesario. Pero estos genes pueden 
transcribirse y traducirse con diferentes eficiencias, permitiendo a la célula producir 
una gran cantidad de la misma proteína y pequeñas cantidades de otra [67].  
El primer paso que las células toman para leer una parte de las instrucciones genéticas 
es copiar esa porción particular de su secuencia de ADN o gen a una secuencia de 
RNA. La información en RNA, aunque es copiada en otra forma química, esta aun 
escrito esencialmente en el mismo lenguaje que el ADN, el lenguaje de secuencias 
nucleotÍdicas. Por lo tanto el nombre dado para la producción de moléculas de RNA 







Figura N°6. Los genes pueden expresarse con diferentes eficiencias [65]. 
 
Como el DNA, el RNA es un polímero lineal hecho de cuatro diferentes polímeros de 
nucleótidos unidos por enlaces fosfodiester. Se diferencia del ADN químicamente en 
dos aspectos; los nucleótidos del RNA son ribonucleótidos, estos contienen una azúcar 
ribosa, en lugar de una desoxirribosa; aunque como el ADN, el RNA contiene una base 
adenina (A), guaina (G), y citosina (C) y contiene la base uracilo (U) en lugar de la 
timina del ADN. Debido a que el uracilo, como la timina, pueden unirse mediante 
puente de hidrogeno con adenina [67]. 
Aunque estas diferencias químicas con pequeñas, el ADN y RNA, difieren 
dramáticamente en su estructura general. Mientras el ADN, está presente en la célula 
como una doble cadena, el RNA solo posee una cadena [67].  
El RNA en las células es producido por la transcripción, un proceso muy similar a la 
replicación del ADN. La transcripción empieza con la apertura y desdoblamiento de 
una pequeña porción de la doble hélice del ADN, exponiendo las bases de una cadena 
de ADN. Una de estas dos cadenas de ADN, actúa como molde para la síntesis de 





RNA es determinada por la complementariedad entre las bases de nucleótidos que se 
unen a la síntesis de RNA y el ADN molde. La cadena de RNA producida por 
transcripción, o transcrito, es elongada a nucleótido y tiene una secuencia que es 
exactamente complementaria a la cadena de ADN usada como molde [67].  
Las enzimas que realizan la transcripción son llamadas RNA polimerasas. Como la 
DNA polimerasa cataliza la replicación del ADN, la RNA polimerasa cataliza la 
formación de los enlaces fosfodiester que enlazan los nucleótidos entre si y se produce 
la cadena de RNA [67].        
 
2.10.  PCR 
 
La reacción de cadena polimerasa es la técnica molecular más poderosa y versátil en 
biología molecular. Se ha convertido en una de las técnicas más importantes y 
revolucionarias, desde su invención en 1987 por Kary Mullis, quien amplificó 
secuencias de ADN de manera invitro, usando una enzima termoestable extraída de la 
bacteria Thermus aquaticus [68].  
Gracias a la PCR se han desarrollado técnicas en áreas diversas como medicina forense 
criminal, ciencia de alimentos, estudios de campo ecológicos y diagnóstico médico 
[69]. 
En 1996, Applied Biosystems (ABI) hizo una PCR en tiempo real comercialmente 
disponible, Heid et al. desarrollaron una nueva técnica para la reacción de cadena de 
polimerasa con transcriptasa reversa con detección en tiempo real, usando una prueba 
fluoreogenica diseñada para detectar el amplicon de cDNA, producto de la 








2.10.1. PRINCIPIOS TÉCNICOS Y TEÓRICOS DE LA PCR EN TIEMPO 
REAL 
 
La cuantificación del RNA empieza con la síntesis del cDNA o ADN complementario, 
por la transcriptasa reversa. Las enzimas usadas en la síntesis de cDNA, han mostrado 
tener un efecto inhibitorio sobre la reacción de PCR, es por esto que es importante 
mantener la cantidad de la enzima transcriptasa reversa lo más baja posible mientras 
se mantiene una buena producción de cDNA [71].  
 
2.10.2. ASPECTOS BÁSICOS DE LA PCR EN TIEMPO REAL 
 
Usando primers específicos para una secuencia, se puede determinar el número de 
copias de un particular ADN o RNA, midiendo la cantidad de producto amplificado 
en cada etapa, es posible su cuantificación. Si una secuencia de ADN o RNA, es 
abundante en una muestra, se observa la amplificación en los ciclos más tempranos de 
la PCR, si una secuencia es escasa, la amplificación se observa en los ciclos más tardíos 
[72].  
 
2.10.3. ETAPAS DE LA PCR EN TIEMPO REAL 
 
Existen tres pasos en cada ciclo de la reacción de PCR, las reacciones llevadas a cabo 
generalmente tienen 40 ciclos. 
- Desnaturalización: Incubación a alta temperatura es usada para desnaturalizar el 
ADN de doble cadena en una cadena simple y perder estructuras secundarias del 
ADN de cadena simple, como se observa en la Figura N° 7, la temperatura más alta 





temperatura de desnaturalización si el ADN molde es rico en guanina o citosina 
[72].   
 
 
Figura N°7. Desnaturalización del ADN mediante temperatura [65].  
 
- Annealing: durante esta etapa, las secuencias complementarias tienen la oportunidad 
de hibridar, la temperatura usada es basada en el cálculo de la temperatura de melting 
(Tm) de los primers. 
 
- Extensión: Entre los 70 y 72 °C, la actividad de la DNA polimerasa es óptima, la 
amplificación ocurre a una velocidad de 100 pares de bases por segundo, 
dependiendo del tipo de enzima y experimento realizado. En esta etapa la ADN 
polimerasa sintetiza una cadena nueva  de ADN complementaria al ADN molde, 
mediante la adición de dNTPs del mix de reacción.    
 
 Cuando un amplicon es pequeño, este paso es generalmente es combinado con la 
tapada de annealing, usando 60 °C como temperatura. 
 
En la Figura N° 8 se puede observar las etapas de la PCR a diferentes temperaturas y 








Figura N°8. Etapas de la PCR en tiempo real junto con la programación curva 
melting. Imagen propia obtenida del software RealPlex 2. 
 
2.10.4. qRT-PCR DE DOS ETAPAS 
 
La PCR cuantitativa con transcriptasa reversa  de dos etapas (qRT-PCR) empieza con 
la transcripción reversa del RNA total a cDNA complementario usando la enzima 
transcriptasa reversa.  
La síntesis de la primera cadena de cDNA, puede ser iniciada usando primers random, 
oligo (dT) o primers específicos a algún gen (GSPs), dependiendo del kit utilizado o 
diseño experimental.  La temperatura usada para la síntesis de cDNA, depende de la 
enzima RT usada. Esta es una etapa crucial para el éxito de la qRT-PCR, pues 







2.10.5. QRT-PCR DE UN PASO (ONE-STEP) 
 
La qRT-PCR One-step, combina la síntesis de la primera cadena de cDNA con la 
reacción de la PCR en tiempo real en el mismo tubo de reacción, simplificando la 
reacción y reduciendo la posibilidad de contaminación [72].   
 
2.10.6. COMPONENTES DE LA PCR Y PCR EN TIEMPO REAL 
 
A) ADN polimerasa 
La performance de la PCR es generalmente relacionada con una DNA polimerasa 
termoestable. Uno de los factores más importantes en la especificidad de la PCR es el 
hecho de que la Taq ADN Polimerasa tiene actividad residual a bajas temperaturas. 
Los primers pueden híbridar de manera no específica al ADN, permitiendo que la 
polimerasa sintetice productos no específicos [72]. 
 
B) TRANSCRIPTASA REVERSA 
La enzima transcriptasa reversa (RT) es crítica para el éxito de la qRT-PCR. Esta 
enzima fue descubierta en 1970 por Howard Temin en la Universidad de Wisconsin-
Madison, cuando estudiaba el virus del sarcoma de Rous, un virus es capaz de 
transformar células normales en células de cáncer [73]. 
David Baltimore, otro virólogo de manera contemporánea, logró aislar la transcriptasa 
reversa, en el MIT en 1970, del virus de la leucemia murina de Rauscher. Ambos 
científicos, demostraron que los estos retro-virus son capaces de sintetizar ADN, a 
partir de RNA, contradiciendo el dogma central de la biología molecular [74]. El 







Los desoxiribonucleotidos trifosfato, (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) son las bases 
utilizar por la polímerasa para la síntesis de la nueva cadena de ADN. Se recomienda 
que los dNTPs y la polimerasa sean del mismo proveedor, para no perder sensibilidad 
de los ciclos Ct [72]. 
 
D) CONCENTRACIÓN DE MAGNESIO 
En la PCR en tiempo real, el cloruro de magnesio o sulfato de magnesio típicamente 
es usado a una concentración de 3 Mm [72].  
 
E) BUENA TÉCNICA EXPERIMENTAL 
No se debe subestimar la importancia de una  técnica de laboratorio. Lo recomendable 
es usar equipo y soluciones dedicadas para cada etapa de las reacciones, desde la 
preparación de la muestra hasta el análisis post-PCR. El uso de puntas de micropipetas 
con barreras contra aerosol y tubos con tapas con rosca puede ayudar a evitar la 
contaminación [72].  
 
F) DNA MOLDE 
Se usa entre 10 a 1000 copias de ADN molde para cada reacción de PCR en tiempo 
real. Esto es equivalente a aproximadamente 100 pg a 1 ug de ADN genómico, o cDNA 
generado de 1pg a 100 ng de RNA total.  
RNA ultra puro e intacto es esencial para la síntesis de alta calidad de cDNA y también 
para una cuantificación de mRNA precisa. El RNA deberá evitar cualquier 







2.10.7. DISEÑO DE PRIMERS PARA PCR EN TIEMPO REAL 
 
Un buen diseño de primers es un importante parámetro en la PCR en tiempo real, en 
el diseño de los primers se debe de tener en cuenta que el tamaño del amplicon deberá 
de ser de 50 a 150 pares de bases aproximadamente.  
En general, el primer deberá tener un tamaño de 18 a 24 pares de bases. Además debe 
ser específico para la secuencia de interés y estar libre de estructuras secundarias. Los 
primers también deberán tener temperaturas melting compatibles (dentro de los 5°C) 
y contener aproximadamente 50% de GC. Para obtener resultados óptimos la 
concentración del primer deberá estar a una concentración 50 a 500 nM. Una 
concentración final de 200 uM es óptima en la mayoría de casos [72].  
 
2.10.8. TECNOLOGIA DE ANÁLISIS DE PCR EN TIEMPO REAL 
 
Una vez finalizadas las reacción de PCR, el software donde se ha programado la 
reacción y que controla el termociclador, realiza un reporte de los resultados obtenidos 
en donde se observan las siguientes definiciones.  
 
A) LINE BASE  
La línea base de la reacción de PCR en tiempo real, se refiere al nivel de señal de los 
ciclos iniciales, usualmente del ciclo 3 al 15, en donde existe una pequeña variación 
de la señal de fluorescencia. Un bajo nivel de la línea base puede significar al ruido o 
fondo de la reacción. La línea base es determinada empíricamente para cada reacción, 
por la persona que realiza el análisis o de manera automática por el software en la 
gráfica de amplificación. La línea base determinada deberá tener en cuenta una 





deberá incluir los ciclos en los cuales, la señal de amplificación empieza a aumentar 
por encima del fondo o ruido [72].  
 
B) Threshold 
El threshold en la reacción de PCR en tiempo real, es el nivel de señal que refleja un 
incremento significativo estadístico sobre la señal de la línea base. Es usada para 
determinar una amplificación relevante del ruido de fondo [72]. 
  
C) CT ( CICLO DE Threshold) 
El ciclo de threshold (Ct), es el número de ciclos en los cuales la señal de fluorescencia 
de la reacción cruza el threshold. El Ct se usa para calcular el número inicial de copias 
de ADN, debido a que el Ct es inversamente proporcional a la cantidad inicial de DNA 
blanco. Por ejemplo, si se compara los resultados de dos reacciones de PCR a tiempo 
real, con diferentes concentraciones de ADN blanco inicial, la muestra que contenga 
el doble de cantidad inicial de ADN, tendrá un Ct un ciclo más temprano o anterior de 
la muestra que contenga la mitad de ADN inicial, antes de la amplificación [72].  
 
D) CURVA ESTANDAR  
Una serie de diluciones de concentraciones conocidas de la muestra, puede ser usada 
para establecer una curva estándar para determinar la concentración inicial de una 
muestra experimental. El logaritmo de cada dilución con concentración conocida (eje 
x), es graficado el valor de Ct de cada concentración [72].  
 
E) FASE EXPONENCIAL 
Es importante cuantificar la reacción de PCR en tiempo real en los primeros ciclos de 





encuentran en exceso, la ADN polimerasa es aun altamente eficiente y el producto de 
la amplificación, que esta presenta en poca cantidad, no competirá por los primers. 
Todo esto contribuye a una medición más precisa [72].  
 
F) CUANTIFICACIÓN RELATIVA 
La cuantificación relativa o comparativa mide el cambio relativo en la expresión de 
los niveles de expresión de RNA mensajero. Determina el cambio de los niveles 
estables de mRNA de un gen a lo largo de múltiples muestras y lo expresa de manera 
relativa de acuerdo a los niveles de expresión de otro RNA. La cuantificación relativa 
no requiere una curva de calibración o estándares con concentración conocida ya que 
el gen de referencia puede ser cualquier transcrito, en cuanto se conozca su secuencia. 
Generalmente se escoge genes con expresión constante, como genes de referencia, los 
cuales pueden ser co-amplificados en el mismo tubo de reacción en un ensayo múltiple 
(control endógeno) o pueden ser amplificados en un tubo de reacción por separado 
(control exógeno) [73]. 
 
La expresión de genes puede ser relativa a: 
- Un control endógeno, por ejemplo un gen referencia con expresión constante u otro 
gen de interés. 
- Un control exógeno, por ejemplo un control de ARN o ADN artificial y/o universal. 
- Un índice de genes de referencia, consistente en un promedio de controles 
endógenos. 
- Un índice de genes  objetivo, consistente en genes de interés promedio analizados 
en el estudio.  
 
Para determinar el nivel de expresión, las diferencias (∆) entre los ciclos threshold (Ct) 
o puntos de cruce (CP) son medidos. Los métodos anteriormente mencionados pueden 





Pero la complejidad de la cuantificación relativa puede aumentarse, en una segunda 
etapa en donde un segundo parámetro puede ser añadido, por ejemplo comparando al 
gen de interés con: 
- Un control no tratado. 
- Un tiempo cero. 
- Individuos saludables o sanos.  
Estos ensayos más complejos pueden ser analizados mediante el método ∆∆Ct. 
 
G) NORMALIZACIÓN 
Para lograr resultados óptimos de expresión relativa, se requiere apropiadas estrategias 
de normalización para controlar los errores experimentales y para asegurar condiciones 
idénticas de amplificación durante la PCR en tiempo real. Todas las comparaciones 
relativas deben ser hechas sobre una base constante de RNA extraído, masa o tejido 
celular analizado o idéntica cantidad de células seleccionadas, por ejemplo una 
microdisección, cultivo células o células sanguíneas. Para asegurar condiciones de 
inicio idénticas, la data de expresión relativa debe ser equilibrada o normalizada de 
acuerdo a al menos una de las siguientes variables: 
- Tamaño/masa de tejido o muestra utilizado.   
- Cantidad total de RNA extraído. 
- Cantidad total de DNA genómico. 
- RNAs ribosomal de referencia, por ejemplo 18S o 28S. 
- RNAs mensajeros de referencia, por ejemplo 18S o 28S. 
- Cantidad total de DNA genómico. 
 
Es crucial una buena elección de genes housekipping, entre los más usados se 
encuentran Beta actina y GAPDH, estos genes son escogidos debido a que sus niveles 





H) CURVA DE DISOCIACIÓN 
La curva de disociación o curva melting, grafica el cambio de fluorescencia observada 
cuando la doble hebra de ADN (dsDNA), con moléculas fluorescentes incorporadas, 
se disocia en una cadena simple de ADN (ssDNA) cuando la temperatura de reacción 
aumenta. Por ejemplo, cuando una doble cadena de ADN unida con el fluorocromo 
SYBR Green I, es calentada, se detecta un repentino descenso de la fluorescencia 
cuando se alcanza la temperatura melting (Tm), debido a la disociación de la doble 
cadena de ADN y subsecuente liberación del fluorocromo. La fluorescencia se gráfica 
contra la temperatura  y luego el -∆F/∆T (cambio de fluorescencia/ cambio de 
temperatura) se gráfica contra la temperatura para observar de manera clara la 
dinámica de la curva de disociación.  El análisis de la curva de disociación, post-
amplificación, es una manera simple y directa de comprobar la reacción de PCR en 
busca de dímeros de primer o artefactos y asegurar la especificidad de la reacción [73].   
Ejemplo de curva melting, véase la Figura N° 9.  
 
 
Figura N°9. Curva de temperatura melting del gen estudiado, TRAIL y gen 





I) SISTEMAS DE DETECCIÓN FLUORESCENTE DE PCR EN TIEMPO 
REAL 
Existen muchos sistemas químicos de detección fluorescente de PCR,  pero los más 
usados son los ensayos nucleasa 5’, de los cuales los más usados son TaqMan, y SYBR 
Green [73].  
 
a) FLUOROCROMO SYBR GREEN.  
SYBR Green, es un colorante fluorescente que se une al ADN, uniéndose a la hélice 
menor de cualquier doble cadena de ADN. La excitación del SYBR Green unido al 
ADN, produce una señal fluorescente mucho más intensa comparada con la señal 
fluorescente del colorante sin unión. Los ensayos basados en SYBR Green 
generalmente consisten en dos PCR primers. En los primeros ciclos de la 
amplificación, una línea base horizontal es observada. Si el ADN blanco está presente 
en la muestra, suficiente producto acumulado de PCR producirá en algún punto que la 





















 Muestra de cordón umbilical 
 Muestra de células epiteliales de hisopado bucal 
 
3.2.Medio de cultivo celular 
 
 Medio celular RPMI (Thermo Fisher Scientific) 
 Suero bovino fetal (BenchMark) 
 Antibiotico-antimicotico 100X Ampicilina 104 unidades/mL, estreptomicina 
104 ug/mL, anfotericina 25 ug/mL  (Thermo Fisher Scientific) 
 Placas de cultivo celular de 24 pozos (True line) 




 Estándar de capsaicina (Merck Millipore)  
 DMSO, dimetilsulfoxido (Life Technologies) 
 Suero fisiológico (Medifarma S.A.) 
 azul de tripan liofilizado (Sigma-Aldrich) 
 PBS (Invitrogen) 
 Isopropanol 99.7% grado farmacéutico (Sigma-Aldrich) 
 Etanol 99.8% grado absoluto (Sigma-Aldrich) 
 Agarosa grado molecular (Merck Milipore) 
 Tris base 99% (Merck Milipore) 
 Acido acético glacial grado farmaceutico (Merck Milipore) 





 Loading Buffer (Sigma-Aldrich) 
 SyberSafe(Life Technologies) 
 Marcador de peso molecular de 100 pares de bases (Sigma Aldricht). 
 RevertAid H Minus First Strand Cdna síntesis kit (Thermo Scientific) 
 NucBlue® Live Ready Probes® kit (Thermo Fisher Scientific) 
 Yoduro de Propidio (Biorad) 
 Primers o cebadores forward y reverse de TRAIL (Macrogen), GADPH, 
CD105 (Life Technologies) 
 Agua destilada, libre de DNasas y RNasas (Life Technologies) 
 RNAzol®RT (Molecular Research Center)  




 Microscopio invertido de fluorescencia(Labomed, TCM400) 
 Balanza (Kern, ABJ-NM/ABS-N) 
 Microscopio óptico (Karl Zeiss, Primo Star) 
 Termociclador en tiempo real Master (Eppendorf, Cycler Real Plex 2) 
 Termociclador (Edvotek, EdvoCycler) 
 Incubadora de CO2 (Binder, CB150) 
 Microcentrifuga refrigerada (Eppendorf, Centrifuge 5416R)  
 Centrifuga para tubos de PCR (WPI, G-SPING 6) 
 Camara de flujo laminar(BioBase, BB-V800) 
 Camara de flujo para PCR (ISSUU, UVCABMINI) 
 Cámara de electroforesis horizontal (Biometra, Compact XS/S). 
 Fuente de poder (BioRad, The powerPac Basic) 
 Transiluminador (Biometra, UUV Star 312 NM). 
 Autoclave (All American, 25x-2) 
 Vortex (Ika Vortex, Genius-3) 








 Placa Petri de vidrio 
 Mangos de Bisturies N°4 
 Pinzas  
 Tijeras 
 Tubos de centrifuga 15 mL y 50 mL 
 Cámara de NeuBauer 
 Cubre objetos de vidrio 
 Micropipetas P10, P200 Y P1000 
 Puntas  para micropipetas 
 Tubos de microcentrífuga eppendorf de 1.5 mL 
 Viales de almacenamiento criogénico de 1.5 mL (American Scientific) 
 Tubos para PCR de polipropileno de 200 uL 
 Placa de reacción para qPCR en tiempo real (Eppendorf) 
 Porta pipeta automática 
 Pipetas descartable de 10 mL 
 papel aluminio 
 Beaker 100 mL 
 Probeta de 100 mL 
 
4. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL  
 
4.1. PREPARACIÓN DE ESTANDAR DE CAPSAICINA 
 
Se trasvasó el contenido del frasco que contenía la capsaicina liofilizada, 100 mg 
(MerckMillipore), véase Figura N°10, Anexo 1 y 2 [75], a un tubo de centrifuga de 50 
mL  y se agregó 30 mL de DMSO anhidro [76]  utilizando una pipeta automática. Se 





aluminio para evitar la degradación de la capsaicina y se almacenó a - 20 °C hasta su 
utilización.  
Figura N°10. Estándar de capsaicina usado con una pureza del 98%. 
 
4.2. OBTENCIÓN DE MUESTRA DE CORDÓN UMBILICAL 
 
La muestra de cordón umbilical, como se ve en la figura N° 11, fue proporcionada del 
Hospital Regional Honorio Delgado, del área de Neonatología, pediatría y obstetricia. 
Fue almacenada en un tubo Falcon de 50 mL conteniendo suero fisiológico a bajas 









4.3.CULTIVO CELULAR DE CÉLULAS MADRE HEMATOPOYÉTICAS 
 
4.3.1. ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO CELULAR PRIMARIO 
 
Previamente se esterilizó en un autoclave el material utilizado para la ruptura mecánica 
del tejido celular del cordón umbilical, placas Petri, mangos de bisturíes N° 4, pinzas 
y tijeras de metal. El cordón umbilical almacenado y trasladado en un Falcon de 50 
mL con suero fisiológico fue procesado dentro de una cama de flujo laminar. 
 
El cordón umbilical se depositó en una placa Petri estéril, se sujetaron de los extremos 
con ayuda de las pinza y se lavó externamente con una solución de suero fisiológico. 
Seguidamente se lavó internamente la sangre de vena con medio de cultivo RPMI y se 
recolectó el líquido del lavado y el tejido fue descartado. El líquido del lavado fue 
depositado en un tubo Falcon de 15 mL. 
 
Seguidamente se centrifugó el tubo Falcon con la suspensión celular. Se obtuvo un 
pellet de células y finalmente se cultivó el pellet concentrado después de una última 
centrifugación de 3 minutos a 2000 rpm en medio celular RPMI. 
 
A) PREPARACIÓN DE MEDIO CELULAR RPMI 
 
El medio RPMI líquido fue suplementado con 10% de suero bovino fetal [77] y 1X de 
Antibiótico Antimicótico (ampicilina 104 unidades/mL, estreptomicina 104 ug/mL, 
anfotericina 25 ug/mL) [78], para un volumen total de 13 mL de medio completo 
suplementado con 1.3 mL de suero bovino fetal y 130 uL de Antibiótico Antimicótico 
100X con 11.57 mL de medio RPMI incompleto [79]. Se agregaron los 13 mL de 
medio RPMI completo a un frasco de cultivo celular de 25 cm2 para el establecimiento 
primario de la suspensión celular de células madre  embrionarias de cordón umbilical. 
El pellet lavado de células madre  embrionarias fue re-suspendido con 1 mL de medio 
RPMI completo preparado y agregado al frasco conteniendo los 12 mL de medio. 
Inmediatamente el frasco fue llevado a una incubadora humidificada a 37 °C y 5 % 





B) PROCEDIMIENTO DE CAMBIO DE MEDIO CELULAR 
 
A los tres días de incubación el frasco fue retirado de la incubadora y se monitoreó el 
crecimiento celular en un microscopio invertido con un  aumento de 40x. Se realizó 
un cambio de medio nuevo de RPMI completo para sustituir los componentes agotados 
del medio y separar y retirar las células que no sobrevivieron.  
Se trasvasó toda la suspensión celular a un tubo Falcon de 15 mL y se centrifugó a 
2000 rpm por 5 minutos para concentrar el pellet de células vivas. Luego se decantó 
el medio agotado y se reemplazó por medio nuevo para un volumen final de 13 mL. 
El cambio de medio nuevo de RPMI fue realizado cada 4 -5 días.  
 
C) REALIZACIÓN DE SUBCULTIVOS 
 
Se realizaron subcultivos para aumentar la población celular y se dividió la suspensión 
celular total de un frasco en otro, preparando medio completo como se explicó 
anteriormente. Se realizaron hasta 8 subcultivos en la realización de esta tesis.  
 
D) COMPROBACIÓN DE OBTENCIÓN DE CÉLULAS MADRE 
HEMATOPOYÉTICAS DE CORDÓN UMBILICAL 
 
Se realizó una corrida electroforética horizontal en gel de agarosa al 2% por 10 minutos 
a 100 V, con un marcador de peso molecular de 100 pb y dos muestras de productos 
de PCR punto final: muestras de cDNA sintetizado a partir de la extracción de RNA 
de muestras de suspensión celular de células madre hematopoyéticas de cordón 
umbilical sin ningún tratamiento y muestra de hisopado bucal. Las mezclas de PCR 
fueron preparadas con cebadores de un marcador de superficie de membrana CD105 
específico para células madre hematopoyéticas embrionarias.    
 
4.3.2. RECUENTO CELULAR 
 
Antes de realizar el cálculo de concentración celular se cambió el medio celular como 





Para realizar el recuento celular se tomó una muestra de 100 uL de células madre 
utilizando una micropipeta y se le transfirió a un tubo de microcentrífuga estéril. 
Luego, se colocó una lámina cubre objetos sobre la cámara de Neubauer, se cargó 10 
uL de muestra celular en  la cámara de Neubauer, posteriormente se observó en un 
microscopio óptico.  
Para el recuento celular, se empleó el cuadrante central de la cámara, en donde se contó 
el número de células  de 3 cuadrados de los cuadrantes de 5 x 5, realizando un patrón 
en zigzag [80].  
Para determinar la concentración celular se empleó la siguiente formula:  
 
Número de células / mililitro = 
(Número de células en 5 cuadrantes)
5
 x 16 x 104 
4.3.3. PREPARACIÓN DE LA UNIDAD EXPERIMENTAL 
 
Luego de obtenida la concentración celular exacta por mL se procedió a distribuir 1 
mL de suspensión celular en cada pozo en una placa de 24 pocillos, como se observa 
en la Figura N°12 [81], para los diferentes tratamientos, horas y concentraciones de 50 




















4.4. EVALUACIÓN DEL EFECTO DE LA CAPSAICINA SOBRE CÉLULAS 
MADRE  HEMATOPOYÉTICAS DE CORDÓN UMBILICAL 
 
4.4.1. TRATAMIENTO DE CÉLULAS MADRE HEMATOPOYÉTICAS 
CON CAPSAICINA 
 
Una vez preparadas las unidades experimentales para cada concentración de capsaicina 
y tiempo de tratamiento, se agregó el estándar de capsaicina previamente preparado 
para llegar a las concentraciones deseadas, de la siguiente manera. 
Para los controles negativos de capsaicina, se agregó 10 uL de DMSO anhidro al 
pocillo de cultivo celular  utilizando una micropipeta P20. Se utilizó DMSO como 
control negativo porque éste es inocuo a bajas concentraciones y además fue utilizado 
como diluyente en la preparación del estándar de capsaicina.  
Para la concentración de 50 uM de capsaicina, se agregó 4.6 uL del estándar de 
capsaicina (10 900 uM) al pocillo de cultivo celular utilizando una micropipeta. Para 
las concentraciones de 100 y 200 uM se siguió el mismo procedimiento agregando 9.2 
y 18.4 uL de capsaicina correspondientemente.  
 
Una vez agregado el estándar de capsaicina, se llevó la placa de cultivo celular a la 
incubadora de CO2 (5%) y se esperó hasta que finalice el tiempo de cada tratamiento 
para continuar con los ensayos correspondientes.  
 
4.4.2. ENSAYO DE VIABILIDAD 
 
A) PREPARACIÓN DE AZUL DE TRYPAN AL 0.4%. 
 
Se pesó 40 mg de azul de trypan y se lo transfirió a un tubo de centrifuga estéril de 15 
mL, luego se agregó 10 mL de suero fisiológico y se lo re-suspendió para su 








B) ENSAYO DE VIABILIDAD 
 
Se tomó una muestra de 30 uL de células utilizando una micropipeta y se la colocó en 
un tubo de centrifuga de 1.5 uL estéril, se agregó 1 uL de la solución de azul de trypan 
al 0.4% y se incubó 10 minutos a temperatura ambiente. 
Luego se colocó una lámina cubre objetos sobre una cámara de Neubauer, se cargó 
con 10 uL de la muestra celular con azul de trypan y se observó en el microscopio a 
40X. 
 
Para determinar el porcentaje de viabilidad, se utilizó la siguiente formula: 
 
% Viabilidad = 
(Número de células vivas)
(Número total de células
x 100 [83] 
 
Se realizó 3 mediciones de cada tratamiento y finalmente se las promedió para hallar 
la viabilidad promedio de cada tratamiento. 
 
 
4.4.3. ENSAYO DE APOPTOSIS Y NECROSIS 
 
Se distribuyó 200 uL de suspensión celular en cada pozo de una nueva placa de 24 
pocillos como se realizó anteriormente en la preparación de la unidad experimental 
con los tratamientos de capsaicina a diferentes horas y se procedió a añadir 25 uL de 
Nucblue (ThermoFisher Scientific) [84] (2 gotas por mL, según protocolo) y 3 uL de 
yoduro de propidio 500 nM [85] de una solución stock de yoduro de propidio de  1 
mg/mL (1.5mM) 1:3000 en suero fisiológico  y posteriormente se incubó a temperatura 
ambiente, 20 - 25°C, por 20 minutos en la oscuridad, debido a la fotosensibilidad del 
yoduro de propidio y finalmente se observó a 40X en un microscopio invertido de 
fluorescencia con filtros UV y rojo para Hoescht y yoduro de propidio 
respectivamente. Se realizaron microfotografías y las células fueron analizadas y 






4.5.CRIOPRESERVACIÓN DE CÉLULAS MADRE  HEMATOPOYÉTICAS 
DE CORDÓN UMBILICAL 
 
Se concentró la suspensión celular en tubos de microcentrifuga, centrifugándolos a 
2000 rpm de 5 a 10 minutos, se decantó el sobrenadante con mucho cuidado. Se re-
suspendió el pellet con 1 mL de solución de DMSO al 10 % en medio RPMI completo 
y se dispusieron en viales de almacenamiento criogénico, se realizaron dos alícuotas, 
las cuales se re-suspendieron gentilmente manteniendo la suspensión homogénea. 
 
La temperatura se controló y disminuyó 1°C por minuto. Se incubó 3 horas  a 8 °C, 6 
horas a -20 °C, -80 °C toda la noche y finalmente se trasladaron a un tanque de 
nitrógeno líquido donde permanecerán hasta su próxima utilización [86].  
 
4.6.EVALUACIÓN DE LA EXPRESIÓN DEL GEN TRAIL EN CÉLULAS 
MADRE  HEMATOYÉTICAS DE CORDÓN UMBILICAL POR qPCR 
 
4.6.1. EXTRACCIÓN DE RNA TOTAL 
 
Para las células cultivadas en suspensión, se utilizó el protocolo de aislamiento de 
RNA total de RNAzol® y FORMAzol® marcas registradas de Molecular Research 
Cencer, Inc. (2015), se utilizó el reactivo RNAzol®RT. Además fueron necesarios 
reactivos adicionales para completar el aislamiento como etanol, isopropanol y agua 
destilada libre de RNAsa, (Life Technologies). El aislamiento se realizó a temperatura 
ambiente y las centrifugaciones de 4 a 28°C [87]. 
 
Las células se centrifugaron a 2000  rpm por 5 minutos. Al pellet de células se le agregó 
600 uL de RNAzol®RT (1 mL de RNAzol®RT por cada 107 células en suspensión). 
Al homogeneizado/lisado se añadió 240 uL de agua libre de RNasa y DNasa (0.4 mL 
de agua por cada mililitro de RNAzol®RT utilizado para la homogenización, 
protocolo). A continuación, se centrifugaron las muestras a 12000 rpm por 15 minutos. 






Se mezclaron 750 uL de sobrenadante con 750 uL de isopropanol frio (Sigma-Aldrich) 
[88] (1 mL de isopropanol por cada mL de sobrenadante) y se incubó a -20°C por 10 
minutos. A continuación se centrifugó a 12000 rpm por 10 minutos, se eliminó el 
isopropanol. 
Se lavó dos veces el RNA mezclando el pellet con 500 uL de etanol frio al 75% 
(Sigma-Aldrich) [89]. Se centrifugó a 8000 rpm por 3 minutos. Se retiró todo el etanol 
usando una micropipeta.  
El pellet de RNA, sin secar, se disolvió en 20 uL de agua libre de RNasa/DNasa, se 
llevó a vortex por 5 minutos a temperatura ambiente para su disolución. 
Para comprobar el aislamiento del RNA total se realizó una corrida electroforética a 
100 V por 20 minutos en un gel de agarosa al 2% conteniendo 1X de buffer TAE (tris 
base 0.04 M, ácido acético glacial, 1mM EDTA). El gel se tiñó con 1 uL de SYBRSafe 
y las muestras se cargaron con 2 uL de Loading buffer.  
 
4.6.2. SÍNTESIS DE cDNA 
 
Después de descongelar, mezclar y centrifugar brevemente el kit Thermo Scientific 
RevertAid H Minus First Stand cDNA Synthesis Kit [90], se almacenó en hielo, y se 
añadió en tubos para PCR libre de nucleasas en hielo los siguientes reactivos en el 
orden indicado: primero se agregó 2 uL de la muestra de RNA, luego 1 uL de oligo 
(dT)18 primer y 9 uL de agua, libre de nucleasas, hasta que se llegó a un volumen de 
12 uL. Se centrifugó brevemente y se incubó a 65 °C por 5 minutos y se enfrió, 
seguidamente se centrifugó brevemente y se procedió a agregar los componentes en el 
siguiente orden: 4 uL de Buffer de reacción 5 X, 1 uL de inhibidor de RNasa RiboLock 
(20 U/uL), 2 uL de Mix dNTP 10 mM y 1 uL de RevertAid H Minus M-MulV 
Transcriptasa reversa (200U/uL) para un volumen final de 20 uL. Se mezcló y se 
centrifugó brevemente. A continuación se incubó durante 60 minutos a 42°C y se 
finalizó la reacción calentando a 70°C durante 5 minutos, para ello se configuró un 
programa en un termociclador punto final. Se almacenaron los tubos con cDNA 






Figura N°13. Programa del termociclador para sintetizar cDNA 
 
4.6.3. CUANTIFICACIÓN DE TRAIL USANDO PCR  EN TIEMPO REAL 
 
A) PREPARACIÓN DE CEBADORES DE PCR  
 
Los cebadores o primers liofilizados fueron resuspendidos en agua libre de RNasas y 
DNasas; 300 uL para el juego de primers del gen TRAIL (Macrogen) y 180 uL para el 
juego de primers del gen housekipping GAPDH (Lifetechnologies), véase Figura N° 
14, luego se agitaron por vortex por 1 minuto. Este stock luego se alicuotó en tubos 






Para la utilización de los primers, se diluyó el stock agregándole agua libre de nucleasa 
hasta una concentración de 3750 nM. Esta segunda dilución del primer, fue la usada 
para la PCR.  
 
Figura N°14. Primer Reverse GAPDH liofilizado/congelado. 
 
 
B) PCR EN TIEMPO REAL (qPCR) 
 
Antes de realizar la PCR en el termociclador en tiempo real, se procedió a estandarizar 
las concentraciones de primer y cDNA, para esto se realizaron diferentes pruebas de 
amplificación, variando las concentración de primer y cDNA, estas pruebas se 
realizaron en un termociclador convencional, para luego comprobar la amplificación 
realizando una electroforesis en gel de agarosa al 2%.   
 
Una vez optimizadas las concentraciones de cDNA y primers, se realizó la 
amplificación del gen TRAIL y el gen housekipping GAPDH, en el termociclador a 
tiempo real, de la siguiente manera: 
Dentro de la cámara de flujo laminar y empleando una micropipeta P10, se colocó 8 
uL de cDNA, 2 uL de primer forward, 2 uL de primer reverse, 12.5 uL de PCR 





reacción final de 25 uL [92], todo se midió dentro de una placa de reacción especial 
para la lectura del termociclador y se la selló con una lámina de plástico auto adherente.  
 
Luego se colocó la placa dentro del termociclador en tiempo real y se configuró el 
programa de corrida de la siguiente manera, como se muestra en la Tabla N°2:  
 




Se inició el proceso de amplificación y además se programó el termociclador para que 
una vez finalizado el programa realice una curva melting [93], se guardaron los datos 
y gráficos obtenidos para su posterior análisis e interpretación. 
 
C) COMPROBACIÓN DE AMPLIFICACIÓN DE PCR EN TIEMPO REAL 
 
Para comprobar que se realizó una correcta amplificación de los genes de estudio, se 
realizó una electroforesis en gel de agarosa al 2%, por 10 minutos a 90  voltios [94]. 
 
Se pesó 0.5 gr de agarosa, se la colocó en una beaker de 100 mL y se agregó 25 mL de 
buffer TAE 1X, se calentó en horno microondas hasta la total disolución de la agarosa, 
luego se esperó hasta que la temperatura de la agarosa baje y se agregó 0.5 uL de 
SyberSafe 10000x, se mezcló vigorosamente y se vertió la solución de agarosa en el 
molde de geles, se colocó el peine de los pozos y se esperó hasta su gelificación.  





95  3 minutos 1 
DESNATURALIZACIÓN  95 30 segundos 
35 HIBRIDACIÓN  59 30 segundos 
EXTENSIÓN  72 1 minuto 





Para preparar las muestras de qPCR para la electroforesis, se tomó 10 uL de los 
pocillos de reacción y se los colocó en un tubo estéril de microcentrifiga de 1.5 mL y 
se agregó 2 uL de Loading Buffer, se los mezcló por pipeteo.  
 
Luego se llenó la cámara electroforética con buffer TAE 1X, y se colocó el gel, con 
los pozos orientados hacia el polo negativo, se los cargó utilizando una micropipeta 
P10 de la siguiente manera; en el primer pozo se agregó 5 uL de marcador de peso 
molecular de 100 pb, el 2do pozo se dejó vacío, los pozos 3 al 12 se agregaron 10 uL 
de las muestras de los productos de qPCR.  
Se programó la fuente de poder a 100 voltios por 10 minutos, una vez finalizada la 
electroforesis se observó el gel en un transiluminador  de luz UV y se realizaron 
fotografías.  
 
5. DETERMINACIÓN DE CAMBIO DE VECES DE EXPRESIÓN 
RELATIVA MEDIANTE EL METODO ΔΔCt 
 
Una vez obtenidos los datos de la PCR en tiempo real, se procedió a analizar los Ct, 
obtenidos en el software Master Cycler EP Real Plex 2.2, para determinar si existía un 
cambio en el número de veces de expresión del gen estudiado con respecto al gen 
houskipping, para llevar a cabo esto, se realizó el método ΔΔCT .  
R = 2−[∆Ct muestra−∆Ct control] 
R = 2−∆∆Ct 
Para llevar a cabo el método ΔΔCT, son necesarios: 
 Los valores de Ct del gen housekipping; control y condiciones experimentales. 
 Los valores de Ct del gel de estudio; control y condiciones experimentales.  
Luego se obtiene el promedio de los valores de Ct, para el gen housekipping y gen de 
estudio, para condiciones experimentales y de control, obteniendo: 





 Gen de estudio control (EC) 
 Gen housekipping experimental (HE) 
 Gen housekipping control (HC) 
Posteriormente, con estos valores se calcula las diferencias entre Gen de estudio 
experimental y Gen de control experimental (EE – HE) y también la diferencia entre 
Gen de estudio control y Gen housekipping control (EC – HC), estos valores son los 
ΔCt, para condiciones experimentales y de control. Obteniendose mediante las 
siguientes ecuaciones: 
𝚫𝐂𝐭 𝐞𝐱𝐩𝐞𝐫𝐢𝐦𝐞𝐧𝐭𝐚𝐥 = 𝑷𝒓𝒐𝒎𝒆𝒅𝒊𝒐 𝑪𝒕 𝑬𝑬 − 𝑷𝒓𝒐𝒎𝒆𝒅𝒊𝒐 𝑪𝒕 𝑯𝑬 
𝚫𝐂𝐭 𝐜𝐨𝐧𝐭𝐫𝐨𝐥 = 𝑷𝒓𝒐𝒎𝒆𝒅𝒊𝒐 𝑪𝒕 𝑬𝑪 − 𝑷𝒓𝒐𝒎𝒆𝒅𝒊𝒐 𝑪𝒕 𝑯𝑪 
 
A continuación se calcula la diferencia entre ΔCt Experimental y ΔCt Control, para 
obtener el valor ΔΔCt, como se observa en la siguiente ecuación: 
𝚫𝚫𝐂𝐭 =  𝚫𝐂𝐭 𝐄𝐱𝐩𝐞𝐫𝐢𝐦𝐞𝐧𝐭𝐚𝐥 −  𝚫𝐂𝐭 𝐂𝐨𝐧𝐭𝐫𝐨𝐥 
 
Dado que la ecuación original ( 𝑅 = 2−𝛥𝛥𝐶𝑡 ) esta en logaritmo base 2, cada ves que 
existe el doble de ADN los valores de Ct disminuirán en 1 ves. Por lo que la ecuación 
final para el número de veces de cambio de expresión es:  
𝐍𝐮𝐦𝐞𝐫𝐨 𝐝𝐞 𝐜𝐚𝐦𝐛𝐢𝐨 𝐝𝐞 𝐯𝐞𝐜𝐞𝐬 𝐝𝐞 𝐞𝐱𝐩𝐫𝐞𝐬𝐢ó𝐧 = 𝟐 ^ (−𝚫𝚫𝐂𝐭) 
 
Finalmente para determinar si existía una diferencia estadísticamente significativa 
entre los datos del Ct obtenidos, se realizó un análisis de varianza (ANOVA) de dos 









6. RESULTADOS Y DISCUSIONES 
 
6.1.ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO DE CÉLULAS MADRE  
HEMATOPOYÉTICAS DE CORDÓN UMBILICAL 
 
Se logró establecer con éxito un cultivo celular primario de células madre 
hematopoyéticas a partir de cordón umbilical humano. Estas células madre 
hematopoyéticas crecieron con éxito en medio celular RPMI suplementado con 10% 
de suero bovino fetal y 1X de antibiótico antimicótico. Pudiendo soportar repetidos 
pases o subcultivos por un lapso de 4 meses. A lo largo del cultivo celular no se 
presentó contaminación celular por bacterias u hongos, indicando buenas prácticas de 
esterilidad y buena técnica de cultivo celular.   
Microscópicamente, la morfología de las células proliferantes fue típicamente de 
células en forma esférica, de tamaño grande,  no adherentes, formadoras de cúmulos, 
brillantes y en algunos casos células ligeramente arrugadas como se observa en la 
Figura N° 15.  
 





 Estas células también presentaron un crecimiento rápido, por lo que el medio celular 
se tuvo que cambiar cada 3 días. Esta morfología y características celulares coinciden 
con la descrita en otros estudios, donde observaron, células no adherentes de forma 
esférica, brillante con bordes definidos y formadoras de cúmulos [102] [103].También 
se observó debris celular, véase Figura N° 16, producto de las células muertas, además 
se observaron algunas fibras, véase Figura N° 17, provenientes de los procesos de 
limpieza y desinfección de los instrumentos y cabina de flujo laminar utilizado.  
 
 
Figura N° 16. Debris celular. En circulo rojo se oberva debris celular 
 
Figura N° 17. Fibras presentes en el cultivo celular. La flecha roja indica fibras de 





Macroscópicamente, el cultivo celular, después del cambio celular presentó un color 
rojo intenso ligeramente naranja y transparente, como se observa en la Figura N° 18, 
típico del medio celular RPMI.  
Luego de 3 días de cultivo, el  color del medio celular cambió a un tono ligeramente 
más anaranjado, indicador de que las células habían consumido los nutrientes, también 
se observó sedimento de color blanco en el fondo de los frascos de cultivo celular, 
siendo este, células sedimentadas. 
 
 
Figura Nº 18. Placa de cultivo celular. Cultivo celular de células madre después del 
cambio celular de medio RPMI. 
 
La viabilidad celular de este cultivo primario fue de 86.39 % según el método del azul 
de trypan, promedio obtenido por triplicado antes de iniciar con los tratamientos, como 
se puede observar en la Tabla Nº 3 y Tabla Nº 4.  
Este promedio de viabilidad celular es adecuado para realizar estudios de medición de 
apoptosis, necrosis y expresión celular utilizando células de la gelatina de Wharton 
[104], en este estudio los investigadores reportaron mediciones de viabilidad celular 
con diferentes técnicas y reactivos, obteniendo un 82% de viabilidad con el reactivo 






Tabla N°3. Mediciones de viabilidad celular de HSCs a 0H, 0uM 
TIEMPO 0 HORAS 
CONCENTRACIÓN 0 UM 
VIVAS MUERTAS 
27 39 32 5 7 8 
29 36 35 2 6 7 
23 34 28 3 4 6 
25 35 27 3 5 4 
28 32 31 6 6 3 
 
Tabla N°4. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs a 0H, 0uM 
VIABILIDAD 1ERA REP 87.42   
VIABILIDAD 2DA REP 87.06 PROMEDIO 86.39 
VIABILIDAD 3ERA REP 84.70   
 
La criopreservación de HSCs con DMSO después de 8 semanas de conservación en 
nitrógeno líquido, se descongeló las células y cultivó en medio celular RPMI 
suplementado, se obtuvo una viabilidad inicial celular de un 4% menor a la viabilidad 
inicial de células sin congelar, microscópicamente se observaron características 
morfológicas iguales a las  de las células sin congelar, sin embargo la velocidad de 
crecimiento disminuyó, siendo ahora solamente necesario un cambio de medio celular 





 Este resultado concuerda con el de otros estudios realizados [100], en este estudio 
Naaldijk et al. También observaron una disminución de viabilidad celular post-
descongelamiento, indicando también que esta disminución no podía ser tomada como 
un indicador del éxito de la criopreservación y que se debía a los procesos post 
apoptoticos, necroticos  producto del proceso de criopreservación [101]. 
 
Se identificó a las células aisladas a partir de cordón umbilical como células 
hematopoyéticas, mediante la amplificación del marcador celular CD105+. Este se 
expresó en la amplificación del cDNA de las células del cultivo primario con el cual 




Figura N° 19. Corrida electroforética de marcador de HSCs CD105+; 1, 
Marcador de peso molecular de 100 pb; 2, producto de PCR para CD105+ de células 
de epitelio bucal; 3, producto de PCR para CD105+ de células madre 
hematopoyéticas de cordón umbilical. 
 
Esta es a una corrida electroforética en gel de agarosa al 2%, 100 V, 20 minutos, buffer 
TAE, el pocillo 1 corresponde a un marcador de peso molecular de 100 pb, el pozo 2;  
amplificación de cDNA para CD105 de células de epitelio bucal y el pozo 3, 





las células de cordón umbilical, indicando la presencia de CD105 y confirmando que 
estas son células hematopoyéticas.  
Este marcador es ampliamente utilizado en diversos estudios para la identificación y 
aislamiento de células madre hematopoyéticas [103] [105].  
 
6.2.DETERMINACIÓN DE LA VIABILIDAD APOPTOSIS Y NECROSIS DE 
CÉLULAS MADRE  HEMATOPOYÉTICAS TRATADAS CON 
CAPSAICINA 
 
6.2.1. VIABILIDAD CELULAR DE HSCS  
 
Con respecto a la viabilidad, en la Figuras N° 20 se observó que en todas las 
concentraciones usadas el porcentaje de viabilidad disminuyó progresivamente hasta 
las 24 horas, y luego se observó un incremento en la medición realizada a las 48 horas, 
datos que pueden ser corroborados con los promedios obtenidos por triplicado en las 
tablas N° 5, 6 Y 7.  
 
Esto se debe a que la capsaicina tiene un tiempo de vida media relativamente corto, 
estudios han demostrado que su tiempo de vida media en sangre es de 25 minutos, 
también la eliminación de la capsaicina en plasma de sangre es de 1.3 horas y esta se 
metaboliza en sangre alrededor de 20 horas en la piel, sin embargo, no existen estudios 
que determinen la vida media de la capsaicina en un cultivo celular, específicamente 
usando medio de cultivo RPMI [98]. 
 
Además el porcentaje de viabilidad que más disminuyó fue el tratamiento de  24 horas 
a una concentración de 200uM con una variación de 29.05% de viabilidad con respecto 







Tabla N°5. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs con 50 uM de capsaicina 
 
50uM 
0H 3H 6H 12H 24H 48H 
87.4172 74.5762 70.0598 69.1358 65.2777 98.0392 
87.0588 70 70.5674 70 63.2034 97.922 
84.6994 72.327 73.5408 70.6349 65.5172 97.5308 
PROMEDIO 86.3918 72.3010667 71.3893333 69.9235667 64.6661 97.8306667 
DESVEST 1.47657575 2.28821022 1.88043108 0.7524671 1.27238301 0.26622166 
ERREST 0.85252642 1.32113754 1.08569924 0.43444983 0.73463222 0.15370766 
 
Tabla N°6. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs con 100 uM de capsaicina 
 
100uM 
0H 3H 6H 12H 24H 48H 
87.4172 65.4929 64.5833 58.5185 62.882 91.3136 
87.0588 69.7802 63.6363 62.8691 59.2307 89.3371 
84.6994 66.8478 67.9347 63.2075 61.3445 86.247 
PROMEDIO 86.3918 67.3736333 65.3847667 61.5317 61.1524 88.9659 
DESVEST 1.47657575 2.19148599 2.2585 2.61498744 1.83321432 2.55361527 
ERREST 0.85252642 1.26529214 1.30398383 1.50980799 1.05843783 1.47437372 
 
Tabla N°7. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs con 200 uM de capsaicina 
 
200uM 
0H 3H 6H 12H 24H 48H 
87.4172 64.1791 63.3093 59.322 57.4074 77.8409 
87.0588 62.7027 65.4088 60.4938 55.2941 76.6129 
84.6994 67.6767 64.5833 58.7528 59.3406 78.7671 
PROMEDIO 86.3918 64.8528333 64.4338 59.5228667 57.3473667 77.7403 
DESVEST 1.47657575 2.55452666 1.057704 0.887711 2.02391787 1.08061773 













Figura N°20. Porcentaje de viabilidad 50, 100 y 200 uM de capsaicina.  Células 
madre hematopoyéticas  tratadas de capsaicina a diferentes horas. (*) Existe 





Posteriormente, el porcentaje de viabilidad de las células descongeladas, después de 8 
semanas de criopreservación a 0 horas, disminuyó en un 3.9 % en comparación con el 
cultivo primario de HSCs a 0 horas sin congelar. Como se puede observar en las Figura 
N° 21, el porcentaje de viabilidad de las células a diferentes concentraciones 
disminuyó progresivamente hasta las 24 horas, y luego se observó un incremento en 
la medición realizada a las 48 horas, datos que pueden ser corroborados con los 
promedios obtenido por triplicado en las tablas N° 8, 9 y 10. La disminución del 
porcentaje de viabilidad a concentraciones más bajas de 5, 10 y 25 uM, no tuvieron 
diferencia estadística significativa con respecto a tiempo cero.   
 
 
Figura N°21. Porcentajes de viabilidad de 50, 100 y 200 uM de capsaicina.  
Células madre hematopoyéticas  tratadas con capsaicina a diferentes horas. 
 
También, se demostró que la capsaicina a bajas concentraciones como  5, 10 y 25 uM, 
Figura N° 22 y 23, tuvo efecto en la viabilidad de células madre hematopoyéticas 
(HSCs). Este resultado confirma el estudio de Jeong et al, (2014), quien trato células 






Tabla N°8. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs con 5 uM de capsaicina 
 
5uM 
0H 3H 6H 12H 24H 48H 
84.3 75.28 74.97 72.2 56.6 61.58 
83.1 77.91 75.64 69.42 61 62.42 
80.074 77.88 70.97 66.98 57.52 67.23 
PROMEDIO 82.4913333 77.0233333 73.86 69.5333333 58.3733333 63.7433333 
DESVEST 2.17775695 1.50984547 2.52513366 2.61184481 2.32080446 3.04861171 
ERREST 1.25736544 0.87173526 1.45792936 1.50799354 1.33995638 1.76016842 
 
 
Tabla N°9. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs con 10 uM de capsaicina 
 
10uM 
0H 3H 6H 12H 24H 48H 
84.3 77.02 70.63 62.52 55.11 56.8 
83.1 79.26 65.19 64.41 60.39 66.02 
80.074 73.02 69.89 67.2 55.91 61.19 
PROMEDIO 82.4913333 76.4333333 68.57 64.71 57.1366667 61.3366667 
DESVEST 2.17775695 3.16109686 2.95045759 2.3543789 2.84572194 4.61174949 
ERREST 1.25736544 1.82511366 1.70349745 1.35934117 1.64302652 2.66267291 
 
 
Tabla N°10. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs con 25 uM de capsaicina 
 
25uM 
0H 3H 6H 12H 24H 48H 
84.3 71.3 69.43 61.06 57.37 57.2 
83.1 75.19 68.54 61.71 60.55 59.27 
80.074 76.38 64.23 57.12 54.85 62.19 
PROMEDIO 82.4913333 74.29 67.4 59.9633333 57.59 59.5533333 
DESVEST 2.17775695 2.65689669 2.78113286 2.48375388 2.85636132 2.50703676 










Figura N°22. Porcentaje de viabilidad 5, 10 y 25 uM de capsaicina.  (*) Existe 






Figura N°23. Porcentajes de viabilidad de 5, 10 y 25 uM de capsaicina.  Células 
madre hematopoyéticas  tratadas con capsaicina a diferentes horas. 
 
En la figura N° 24, se observan todos los porcentajes de viabilidad obtenidos a las 
diferentes concentraciones usadas 5, 10, 25, 50,100 y 200  uM de capsaicinas y los 
tiempos de tratamiendo, 0, 3, 6 , 12, 24 y 48 horas. 
 
Figura N° 24. Porcentaje de viabilidad vs tiempo de los diferentes tratamientos 





6.2.2. APOPTOSIS Y NECROSIS CELULAR DE HSCs 
 
Por otro lado en la apoptosis y necrosis, en la Figura N°  25,  se observó en las dos 
horas de tratamiento tomadas (3 horas y 6 horas) un incremento del porcentaje de 
apoptosis y también un incremento del porcentaje de necrosis, Figura N° 28. 
 
 
Figura N° 25. Porcentaje de apoptosis 3 y 6 horas incubación con 0, 50, 100 y 






La Figura N° 26  muestra los porcentajes de apoptosis vs concentraciones de los 
tratamientos a 3 y 6  horas, donde se puede observar que a mayor tiempo de exposición 
de las HSCs a la capsaicina el porcentaje apoptosis aumenta.  
 
Figura N° 26. Comparacion de los porcentajes de apoptosis para 3 y 6 horas. (*) 
Existe diferencia estadísticamente significativa ANOVA de dos variables. P<0.05 
 
Tambien en la Figura N° 27, se observa la comparación del porcentaje de necrosis a 3 
y 6 horas.  
 
 
Figura N° 27. Comparación de los porcentajes de necrosis para 3 y 6 horas. (*) 








Figura N°28. Porcentaje de necrosis 3 y 6 horas de incubación. Células madre 
hematopoyéticas tratadas con diferentes concentraciones de capsaicina a  3 y 6 horas. 








En las tablas N° 11, 12, 13 y 14 se observan los promedios de los porcentajes de 
apoptosis y necrosis obenidos, su desviación estándar (DESVEST) y error estándar 
(ERREST) 
Tabla 11. Promedios de porcentajes de mediciones de apoptosis de HSCs a 3 
horas y 0, 50, 100 y 200 uM de capsaicina.  
3H 0Um 50Um 100uM 200Um 
PROMEDIO 3.47551343 5.39452496 9.82552801 18.2910547 
DESVEST 0.7 0.5 0.9 0.6 
ERREST 0.40415704 0.2886836 0.51963048 0.34642032 
 
 
Tabla 12. Promedios de porcentajes de mediciones de apoptosis de HSCs a 6 
horas y 0, 50, 100 y 200 uM de capsaicina. 
 
6H 0uM 50uM 100uM 200uM 
PROMEDIO 3.47551343 6.39956678 13.2473333 28.3236667 
DESVEST 0.8 1.2 0.9 1.1 
ERREST 0.46189376 0.69284065 0.51963048 0.63510393 
 
 
Tabla 13. Promedios de porcentajes de mediciones de necrosis de HSCs a 3 
horas y 0, 50, 100 y 200 uM de capsaicina.  
 
3H 0uM 50uM 100uM 200uM 
PROMEDIO 1.07424961 1.85185185 3.12213039 3.78282154 
DESVEST 0.2 0.164 0.292 0.2765 
ERREST 0.11547344 0.09468822 0.16859122 0.15964203 
 
 
Tabla 14. Promedios de porcentajes de mediciones de necrosis de HSCs a 6 
horas y 0, 50, 100 y 200 uM de capsaicina.  
 
6H 0uM 50uM 100uM 200uM 
PROMEDIO 1.07424961 2.13058442 3.27617602 4.6640574 
DESVEST 0.2 0.284363 0.265685 0.265536 





En las microfotografías de fluorescencia a 40X, se visualizó que las células madre 
hematopoyéticas de cordón umbilical (HSCs) aumentaron progresivamente su número 
de células apoptóticas y necróticas, se vio además un ligero aumento de células 
necróticas y apoptóticas a 6 horas con respecto a 3 horas de tratamiento con diferentes 
concentraciones de capsaicinas, como se observa en la Figura N° 29. 
 
 










































Figura N°29. Microfotografías de fluorescencia. Apoptosis y necrosis celular 
coloreadas con Hoescht y ioduro de propidio respectivamente (A) células con 3 horas 
de tratamiento con concentraciones de capsaicina; (B) células con 6 horas de 




6.3.EVALUACIÓN DE LA EXPRESIÓN DEL GEN TRAIL EN CÉLULAS 
MADRE  HEMATOPOYÉTICAS DE CORDÓN UMBILICAL 
TRATADAS CON CAPSAICINA. 
 
6.3.1. AMPLIFICACIÓN DEL GEN TRAIL Y GADPH MEDIANTE qPCR. 
Se amplificó exitosamente los genes TRAIL y GADPH a diferentes concentraciones 
y tiempos de tratamientos. En la Figura Nº 30 se observan las curvas de amplificación 
del gen housekipping GAPDH, los Ct de estas curvas de amplificación se encuentran 































entre los ciclos 19 y 21, este es un resultado esperado para el gen de referencia o 
housekipping, pues la expresión de este se debe mantener  constante.  
 
Figura N° 30. Curvas de amplificación de qPCR del gen GAPDH. 
Además, los Ct de las curvas de amplificación del gen TRAIL, variaron desde los 
ciclos 23 hasta el ciclo 31. Como se observa en la figura N° 31. Además los ciclos Ct 







Figura N° 31. Curvas de amplificación de qPCR para el gen TRAIL. 
En las curvas melting del gen housekipping GAPDH, se observó que todas las curvas 
presentaban una forma muy similar y un solo pico definido como se observa en la 
figura N° 32, indicando que la amplificación se había llevado a cabo con éxito, sin la 
formación de dimeros o productos inespecíficos.  
 





En la curva melting de TRAIL, en la mayoría de tratamiento se observó un pico 
definido y en algunos tratamientos se observó la aparición de un segundo pico con una 
diferencia de 2 grados centígrados. Como se observa en la figura N° 33.  
 
Figura N° 33. Curvas melting del gen TRAIL. 
La aparición de este segundo pico corresponde con los tratamientos  con 50, 100 y 200 
uM  de capsaicina y los tiempos 0, 3 y 6 horas. 
 En estos tratamientos, no existe un cambio de expresión relativa, como se explicara 
más adelante, por lo que es posible que estos genes se encuentren metilados, 
disminuyendo así su expresión. Existen numerosos estudios que demuestran que es 
posible determinar la metilación de algún gen mediante el análisis de la curva melting 
[106], sin embargo esto no se llevó a cabo por falta del software necesario. 
Generalmente la presencia de curvas melting anómalas indican presencia de dimeros 
de primer, amplificación inespecífica o contaminación de ADN genómico, pero estas 
se descartaron puesto que la electroforesis en gel de agarosa, como se observa en la 
Figura N° 34,  realizada para estos productos de qPCR, mostró la presencia de una sola 








Figura N°34. Electroforesis de productos de qPCR. Carriles 1, 2, 3 y 4 productos 
de PCR amplificados para TRAIL de muestras tratadas con 200uM de capsaicinas a 
las  0, 3, 6 y 12 horas respectivamente; carriles 5, 6, 7 y 8 productos de PCR 
amplificados para GAPDH de muestras tratadas con 200uM de capsaicinas a las 0, 3, 
6 y 12 horas respectivamente; M marcador de peso molecular de 100pb..   
 
6.4. ANÁLISIS DE DATOS POR DELTA ∆∆Ct 
 
Los Ct obtenidos mediante el programa Mastercycler Ep Real Plex de Eppendorf, se 
analizaron mediante la técnica ∆∆Ct , donde se encontró que la mayor variación de los 
niveles relativos de expresión existía a las 12 horas de tratamiento, con 1.5 , 10.02 y 
18.25 veces para 50 uM, 100uM y 200 uM respectivamente, como se observa en la 
Figura N° 35. 






Figura N° 35. Gráfico de variación de expresión de TRAIL. Gráfico de barras 
comparativo de número de veces que varió la expresión  del gen de TRAIL a las 
diferentes horas y concentraciones. (*) Variación altamente significativa P<0.05. 
 
En las Tablas N° 15 y 16, se observan los promedios de los Ct obtenidos para los genes 
TRAIL y GAPDH y también su desviación estándar. 
Tabla N° 15. Promedios de Ct para el gen TRAIL 
Gen TRAIL Promedio Ct DSVEST 
TRAIL 0 Horas 28.840 0.376 
Trail 3 Horas 50 uM 29.845 0.176776695 
Trail 3 Horas 100 uM 30.110 0.537401154 
Trail 3 Horas 200 uM 29.670 0.367695526 
Trail 6 Horas 50 uM 29.565 0.530330086 
Trail 6 Horas 100 uM 30.865 0.74246212 
Trail 6 Horas  200 uM 29.925 0.799030663 
Trail 12 Horas 50 uM 28.525 0.190918831 
Trail 12 Horas 100 uM 27.580 0.480832611 







Tabla N° 16. Promedios de Ct para el gen housekipping GAPDH 
Gen GAPDH Promedio Ct DSVEST 
GAPDH 0H  19.300 0.070710678 
GAPDH 3 Horas 50 uM  19.205 0.219203102 
GAPDH 3 Horas 100 uM  18.800 0.353553391 
GAPDH 3 Horas 200 uM  18.955 0.091923882 
GAPDH 6 Horas 50 uM  18.695 0.035355339 
GAPDH 6 Horas 100 uM  19.135 0.360624458 
GAPDH 6 Horas 200 uM  19.720 0.480832611 
GAPDH 12 Horas 50 uM  19.570 0.381837662 
GAPDH 12 Horas 100 uM  21.365 0.784888527 
GAPDH 12 Horas 200 uM  20.485 0.318198052 
 
Tabla N° 17. Datos obtenidos para hallar el cambio de veces de expresión. 
Tratamiento Gen exp - Gen housekipping 
ΔΔCt Exp - 
Contr. 
ΔΔCt 
3 horas 50 Um 10.64 1.1 0.466 
3 horas 100 uM 11.31 1.77 0.293 
3 horas 200 uM 10.715 1.175 0.442 
6 horas 50 uM 10.87 1.33 0.397 
6 horas 100 uM 11.73 2.19 0.219 
6 horas 200 uM 10.208 0.665 0.63 
12 horas 50 uM 8.955 -0.585 1.5 
12 horas 100 uM 6.215 -3.325 10.021 
12 horas 100 uM 5.325 -4.19 18.252 
 
Este resultado concuerda con otros estudios anteriores, que la capsaicina tiene la 
capacidad de modificar o variar niveles de expresión de genes relacionados a apoptosis 
como BAX y CASP3 y adipogénicos como PPARG CEBPA, FABP4, y SCD, 
dependiendo significativamente de dosis y tiempo, en células madre mesenquimales 
de médula ósea (BMSCs) como fue demostrado por Jeong et al. (2014). [95]   
También existen estudios que demuestran que la capsaicina modifica los niveles de 
expresión de la enzima FASN, sinteasa de ácidos grasos, disminuyendo su espresión 
hasta en dos veces en líneas de cáncer de hígado (HepG2)[96]. También la capsaicina 





las familias de las caspasas y disminuyendo RNAm y proteína de Bcl2, indicando una 
respuesta apoptótica de capsaicina en células de leucema limfoblástica [97]. 
 
También se observó que la expresión relativa de TRAIL de las concentraciones 50, 


































1. Se concluyó que la capsaicina a diferentes concentraciones aumentan 
significativamente los niveles de expresión de TRAIL, hasta un aumento de 
18.25 veces en el tratamiento con 200 uM de capsaicina y 12 horas.  
 
2. Se logró establecer un cultivo primario de células madre hematopoyéticas a 
partir de cordón umbilical, presentando una viabilidad máxima de 86.39% y 
expresando el marcador de HSCs, CD105+  
 
 
3. La capsaicina disminuyen los porcentajes de viabilidad de células madre 
hematopoyéticas de cordón umbilical, hasta llegar a 57% de viabilidad.  
 
4. La capsaicina aumentan los porcentajes de apoptosis y necrosis de células 
madre hematopoyéticas de cordón umbilical, preferentemente los porcentajes 






















Habiendo analizado los resultados obtenidos de nuestro estudio, como el hecho de que 
la capsaicina aumenta la expresión del gen  de TRAIL de manera significativa en 
células madre hematopoyéticas, y que estas células tienen la capacidad de migrar hacia 
las células de cáncer, un posible futuro estudio, es su aplicación in vivo, para probar si 
efectivamente las células madre tratadas con capsaicina migran hacia las células 
cancerosas y tienen algún efecto sobre ellas.  
 
Otra posible futura investigación basada en los resultados obtenidos en nuestro estudio 
es la realización de un cocultivo de células cancerígenas con células madre tratadas 
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Tabla N°18. Mediciones de viabilidad celular de HSCs a 3H, 50uM 
 
Tiempo 3 horas 
Concentración 50 uM 
Vivas Muertas 
28 7 29 10 2 12 
25 50 16 8 16 6 
11 30 30 4 15 12 
24 32 40 8 18 14 
 
Tabla N°19. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs a 3H, 50uM 
 
Viabilidad 1era Rep 74.57627119   
Viabilidad 2da Rep 70 Promedio 72.30110507 
Viabilidad 3era Rep 72.32704403   
 
Tabla N°20. Mediciones de viabilidad celular de HSCs a 3H, 100uM 
 
Concentración 100 uM 
Vivas Muertas 
27 37 20 15 29 7 
23 34 38 11 7 21 
22 25 29 16 10 18 
21 31 36 7 9 15 
 
Tabla N°21. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs a 3H, 100uM 
 
Viabilidad 1era Rep 65.49295775   
Viabilidad 2da Rep 69.78021978 Promedio 67.37366787 






Tabla N°22. Mediciones de viabilidad celular de HSCs a 3H, 200uM 
 
 
Tabla N°23. Promedios de porcentajes  de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs a 3H, 200uM 
 
Viabilidad 1era Rep 64.17910448   
Viabilidad 2da Rep 62.7027027 Promedio 64.85285829 
Viabilidad 3era Rep 67.67676758   
 
 




Tabla N°25. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs a 6H, 50uM 
 
 
Concentración 200 uM 
Vivas Muertas 
29 35 11 23 35 9 
12 34 11 8 17 6 
30 12  19  8 12 8 
15 36 26 9 5 9 
Tiempo 6 Horas 
Concentración 50 uM 
Vivas Muertas 
23 60 55 15 29 14 
47 23 50 10 12 16 
22 31 34 12 15 13 
25 37 50 13 7 25 
Viabilidad 1era Rep 70.05988024   
Viabilidad 2da Rep 70.56074766 Promedio 71.38716131 






Tabla N°26. Mediciones de viabilidad celular de HSCs a 6H, 1000uM 
 
Concentración 100 uM 
Vivas Muertas 
17 12 28 18 9 12 
31 18 35 18 7 9 
30 6 37 10 7 25 
15 13 25 5 5 13 
 
Tabla N°27. Promedios de porcentajes de  mediciones de viabilidad celular de 
HSCs a 6H, 100uM 
 
Viabilidad 1era Rep 64.58333333   
Viabilidad 2da Rep 63.63636364 Promedio 65.38482653 
Viabilidad 3era Rep 67.93478261   
 
 
Tabla N°28. Mediciones de viabilidad celular de HSCs a 6H, 200uM 
 
 
Tabla N°29. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs a 6H, 200uM 
 
Viabilidad 1era Rep 63.30935252   
Viabilidad 2da Rep 65.40880503 Promedio 64.43383029 
Viabilidad 3era Rep 64.58333333   
 
Concentración 200 uM 
Vivas Muertas 
18 31 22 11 7 11 
19 37 23 7 29 15 
21 20 31 7 10 17 





Tabla N°30. Mediciones de viabilidad celular de HSCs a 12H, 50uM 
 
 
Tabla N°31. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs a 12H, 50uM 
 
Viabilidad 1era Rep 69.13580247   
Viabilidad 2da Rep 70 Promedio 69.92357437 
Viabilidad 3era Rep 70.63492063   
 
Tabla N°32. Mediciones de viabilidad celular de HSCs a 12H, 100uM 
 
Concentración 100 uM 
Vivas Muertas 
18 50 14 9 25 9 
17 23 15 11 17 13 
20 27 28 16 22 4 
24 49 10 20 24 13 
 
Tabla N°33. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs a 12H, 100uM 
 
Viabilidad 1era Rep 58.51851852   
Viabilidad 2da Rep 62.86919831 Promedio 61.53175467 
Viabilidad 3era Rep 63.20754717   
 
Tiempo 12 Horas 
Concentración 50 uM 
Vivas Muertas 
14 29 14 9 11 8 
19 33 31 6 14 6 
15 52 26 7 28 10 






Tabla N°34. Mediciones de viabilidad celular de HSCs a 12H, 200uM 
 
Concentración 200 uM 
Vivas Muertas 
14 22 12 11 16 9 
15 20 8 10 21 9 
21 25 16 11 16 11 
20 31 21 16 11 11 
 
Tabla N°35. Promedios de  porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs a 12H, 200uM 
 
Viabilidad 1era Rep 59.3220339   
Viabilidad 2da Rep 60.49382716 Promedio 59.52624922 
Viabilidad 3era Rep 58.7628866   
 
Tabla N°36. Mediciones de viabilidad celular de HSCs a 24H, 50uM 
 
Tiempo 24 Horas 
Concentración 50 uM 
Vivas Muertas 
49 58 43 17 29 14 
30 23 42 25 20 15 
31 37 56 11 18 44 
31 28 68 22 18 37 
 
Tabla N°37. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs a 24H, 50uM 
 
Viabilidad 1era Rep 65.27777778   
Viabilidad 2da Rep 63.2034632 Promedio 64.66616079 






Tabla N°38. Mediciones de viabilidad celular de HSCs a 24H, 50uM 
 
Concentración 100 uM 
Vivas Muertas 
68 32 39 45 33 14 
47 55 17 40 26 28 
73 29 44 44 19 22 
100 38 46 41 28 28 
 
Tabla N°39. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs a 24H, 100uM 
 
Viabilidad 1era Rep 62.88209607   
Viabilidad 2da Rep 59.23076923 Promedio 61.15246771 
Viabilidad 3era Rep 61.34453782   
 
Tabla N°40. Mediciones de viabilidad celular de HSCs a 24H, 200uM 
 
Concentración 200 uM 
Vivas Muertas 
44 30 23 21 24 19 
33 39 33 17 37 14 
30 20 34 16 12 19 
17 52 18 38 41 22 
 
Tabla N°41. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs a 24H, 200uM 
 
Viabilidad 1era Rep 57.40740741   
Viabilidad 2da Rep 55.29411765 Promedio 57.3473948 






Tabla N°42. Mediciones de viabilidad celular de HSCs a 48H, 50uM 
 
Tiempo 48 Horas 
Concentración 50 uM 
Vivas Muertas 
120 95 110 3 1 3 
120 110 80 2 2 3 
80 90 110 2 2 2 
130 82 95 2 2 2 
 
Tabla N° 43. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs a 48H, 50uM 
 
Viabilidad 1era Rep 98.03921569   
Viabilidad 2da Rep 97.92207792 Promedio 97.83071927 
Viabilidad 3era Rep 97.5308642   
 
Tabla N° 44. Mediciones de viabilidad celular de HSCs a 48H, 100uM 
 
Concentración 100 uM 
Vivas Muertas 
70 80 100 7 9 18 
80 80 110 9 8 13 
80 90 90 5 11 13 
75 60 70 8 9 15 
 
Tabla N° 45. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs a 48H, 100uM 
 
Viabilidad 1era Rep 91.31736527   
Viabilidad 2da Rep 89.33717579 Promedio 88.9672091 







Tabla N° 46. Mediciones de viabilidad celular de HSCs a 48H, 200uM 
 
Concentración 200 Um 
Vivas Muertas 
60 40 45 13 17 20 
32 40 70 9 11 13 
19 50 30 8 12 10 
26 60 85 9 18 19 
 
Tabla N° 47. Promedios de porcentajes de mediciones de viabilidad celular de 
HSCs a 48H, 200uM 
 
Viabilidad 1era Rep 77.84090909   
Viabilidad 2da Rep 76.61290323 Promedio 77.74031187 




Tabla N°48. Mediciones de apoptosis celular de HSCs a 3H, 0, 50, 100 y 
200uM 
 
Tiempo 3 Horas 









35 40 57 115 
40 45 73 151 







Tabla N°49. Porcentajes de mediciones de apoptosis celular de HSCs a 3H, 0. 
50. 100 y 200uM 
 
Concentración (uM) 0 50 100 200 














Tabla N°50. Mediciones de apoptosis celular de HSCs a 6H, 0, 50, 100 y 
200uM 
 
Tiempo 6 Horas 









35 96 166 168 
40 109 194 205 
35  156 140 
 
 
Tabla N°51. Porcentajes de mediciones de apoptosis celular de HSCs a 6H, 0. 
50. 100 y 200uM 
 
Concentración (uM) 0 50 100 200 
FRESCAS (sin Hoescht) 1055 1622 1318 1038 
                               
%Apoptosis 























Tabla N°52. Mediciones de necrosis celular de HSCs a 3H, 0, 50, 100 y 
200uM 
Tiempo 3 Horas 









9 8 13 33 
12 25 25 31 
13 13 30 21 
 
Tabla N° 53. Porcentajes de mediciones de necrosis celular de HSCs a 3H, 0. 50. 
100 y 200u 
 
Concentración (uM) 0 50 100 200 
FRESCAS (sin Ioduro 
de propidio) 
1055 828 726 749 















Tabla N° 54. Mediciones de necrosis celular de HSCs a 6H, 0, 50, 100 y 
200uM 
 
Tiempo 6 Horas 









9  40 58 
12 35 20 60 






Tabla N° 55. Porcentajes de mediciones de necrosis celular de HSCs a 6H, 0. 50. 
100 y 200uM 
 
Concentración (uM) 0 50 100 200 
FRESCAS (sin Ioduro 
de propidio) 
1055 1622 1318 1038 




        
2.13058419 
 












Figura N°36. Microfotografía de viabilidad de células madre a las 6 horas 















Figura N°37. Corrida electroforética de ARN total. (D): 1-4, 0uM, 50uM, 100uM 
y 200uM de capsaicina respectivamente a las 3 horas de tratamiento; 5-8, 0uM, 
50uM, 100uM y 200uM de capsaicina respectivamente a las 6 horas de tratamiento; 
(E): 9-10, 50uM; 11-12, 100uM; 13-14, 200uM de capsaicina respectivamente a las 
12 horas de tratamiento; M: marcador de peso molecular 100pb. 
 
VARIACIÓN DE LOS Ct DEL GEN TRAIL  
 
Figura N°38. Variación del Ct del gen TRAIL a 50uM. Células madre 
hematopoyéticas (HSCs) con 50 uM de capsaicinas a 0, 3, 6 y 12 horas.  
       M           9    10   11   12   13   14  
E 







Figura N°39. Variación del Ct del gen TRAIL a 100 uM. Células madre 
hematopoyéticas (HSCs) con 100 uM de capsaicinas a 0, 3, 6 y 12 horas. 
 Se observó una importante variación a las  12 horas de tratamiento. 
 
 
Figura N°40. Variación del Ct del gen TRAIL a 200 uM. Células madre 







Figura N°41. Variación del Ct del gen TRAIL vs tiempo a las diferentes 
concentraciones usadas. Células madre hematopoyéticas (HSCs) con 50. 100 y200 




Figura N°42. Captura de pantalla de cálculos para hallar ∆∆Ct. Obtención de 
niveles relativos de expresión de TRAIL y GAPDH en HSCs a diferentes 








Figura N°43. Captura de pantalla del análisis de Análisis de dos variables de los 








Figura N°44. Captura de pantalla del análisis de Análisis de dos variables de los 










Figura N°45. Captura de pantalla del análisis de Análisis de dos variables de los 
datos de porcentajes de necrosis tratadas con capsaicinas. 
 
